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^ @ Prodrogues glycosylees, leur proc6d6 de preparation et leurs utilisations. 

O) (57) Prodrogues glycosylees, proc&te pour leur preparation et leur utilisation avec des conjugues 

immuno-enzymatiques sp6crfiques de tumeurs, dans le traitement des cancers. 
^- Ces prodrogues d'anthracydines r^pondent a la formute I d-apres : 
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La pr6sente invention est relative k des prodrogues glycosyiees, k un proc£de pourleur preparation et a 
leurs utilisations seules ou avec des conjugu£s immuno-enzymatiques sp6crfiques de tumeurs, dans le traite- 
ment des cancers. 

De mani&re plus sp6cifique, la pr£sente invention est relative k des prodrogues comprenant des anthra- 
5 cyclines modifies qui peuvent 6tre scind£es notamment par faction desdits conjugu6s immuno-enzymatiques 
sp6cifiques de tumeurs, pour donner des substances cytotoxiques actives vis-a-vis des cellules tumoral es. 

La combinaison d'une prodrogue et de conjugu6s enzyme-anticorps monoclonaux, comme agents thera- 
peutiques, a 6t6 d6crite dans la litt£rature. De maniere g£n£rale, les anticorps impliqu6s, qui sont dirig6s contre 
un tissu sp6cifique et qui sont lids de mantere covalente k une enzyme ayant la capacity de scinder la prodro- 
10 gue, sont d'abord injects k un animal approprte, notamment I'homme, puis on administre ensuite une prodro- 
gue qui peut etre activ6e par I'enzyme. La prodrogue est convertie, par Taction du conjugu6 enzyme-anticorps, 
qui est ancr6 au niveau du tissu sp£cifique en cytotoxine, qui exerce un effet cytotoxique sur I edit tissu. 

La Demande Internationale WO 81/01145, au nom de UNIVERSITY OF ILLINOIS FOUNDATION, d6crit 
des prodrogues activables par des enzymes hydrolytiques et definit cinq criteres pour une efficacite optimale 
15 d'une prodrogue : (1) tl doit y avoir suffisamment d'enzyme activante au niveau de la tumeur, de facon k ce 
que des taux cytotoxiques d'agent antitumors! soient libels au niveau de la tumeur, (2) (a prodrogue ne doit 
pas etre acuVee dans d'autres zones que celle de la tumeur, (3) la prodrogue doit etre un substrat approprie 
de I'enzyme assoctee k la tumeur, dans des conditions physiologiques, (4) la prodrogue ne doit pas etre toxique 
ou beaucoup moins toxique que I'agent antitumoral active et (5) la substance activ£e doit avoir une demi-vie 
20 biologique courte de telle sorte que les effets toxiques soient limits a la tumeur. 

Plus sp6cifiquement, ii est precise dans cette Demande, que des agents antitumoraux peuvent etre rendus 
sp£cifiques vis- 2- vis d'une tumeur par adjonction d'un peptide qui convertit [edit agent en une prodrogue phar- 
macologiquement inactive, mais s£lectivement activable uniquement au niveau du site tumoral par une enzyme 
pr6sente en quantites importantes au niveau de la tumeur (plasmine et activateur du plasminog&ne, notam- 
25 ment)* La partie peptidique de la prodrogue pr£sente une sequence en amino-acides telle qu'elle sera scind6e 
enzymatiquement de la partie agent antitumoral, par des proteases telles que la plasmine ou I'activateur du 
plasminog&ne, de maniere k liberer I'agent antitumoral, sous sa forme active dans la zone tumorale. 

Les prodrogues activables par des enzymes hydrolytiques peuvent avoir une structure dans laquelle le pep- 
tide et la partie antitumorale sont Ii6es de maniere covalente par I'interm6diaire d'un connecteur auto-immolable 
30 ayant une structure moieculaire telle que le clivage enzymatique peptide/connecteur auto-immolable entratnera 
spontan6ment le clivage de sa liaison avec la partie antitumorale. 

Cependant, les prodrogues decrites dans cette Demande intemationale ne peuvent etre utilises que dans 
les cancers qui entratnent une production accrue d'enzymes et plus particulferement de proteases, au niveau 
du site tumoral ; or, ces enzymes d'activation, aptes k diver les prodrogues decrites dans cette Demande, ne 
35 se retrouvent pas en quantity suffisante dans les cancers humains, de sorte que ces prodrogues ne permettent 
pas d'obtenir la toxicity selective recherch6e (K.D. BAGSHAWE, Br. J. Cancer, 1987, 56, 531). 

La Demande Internationale WO 88/07378, au nom de CANCER RESEARCH CAMPAIGN TECHNOLOGY 
LTD decrit un systeme therapeutique qui contient d'une part un conjugue enzyme-anticorps et d'autre part une 
prodrogue qui peut etre activ^e par I'enzyme. L'anticorps du conjugue enzyme anticorps reconnait un antigene 
40 sp6cifique d'une tumeur et I'enzyme est apte k convertir la prodrogue en agent cytotoxique. 

Cette Demande precise qu'il est preferable d'utiliser des enzymes autres que des enzymes de mammife- 
res, de maniere k pr6venir une liberation pr6matur6e d'agent cytotoxique par des enzymes endog&nes. 

De maniere plus sp6cifique, cette Demande dgcrit des moutardes k I'azote modifies (telles que I'acide p- 
bis-N-(2-chloro6thyl)amino-benzylglutamique et ses derives), convertibles en moutardes k I'azote en presence 
45 de carboxypeptidases et des anthracyclines dont le groupe amino terminal est transform^ en amide en pre- 
sence d'un amino-acide. 

Toutefois ces prodrogues pr6sentent l'inconv6nient majeur de conserver une cytotoxicity intrinseque non 
n6gligeable. 

La Demande europ6enne 302 473 d6crit 6galement un systeme therapeutique qui contient deux compo- 
50 sants et dans lequel le conjugue enzyme-anticorps situ6 sur le tissu tumoral, scinde une prodrogue en un 
compose actif cytotoxique. De manure plus sp6cifique, les conjugues enzyme-anticorps contiennent de la 
phosphatase alcatine (PA), de la penidlline V amidase (PVA) ou de la cytosine desaminase (CD) et sont utilises 
en association respectivement avec du 4'-phosphate etoposide et ses derives (ou de la 7-(2-amino6thyl phos- 
phate) mitomycine), avec de la N-(p-hydroxyphenoxyacetyi)adriamycine ou de la 5-fluorocytosine comme pro- 
55 drogue. 

Le systeme dkcrit dans cette Demande presente toutefois {'inconvenient d'utiliser soit une enzyme circu- 
late, la phosphatase alcaiine, susceptible d'activer precocement la prodrogue au niveau circulatoire, soit une 
enzyme exogene (PVA ou CD), susceptible d'entratner des ph6nomenes d'intol6rance ou de sensibilisatfon. 

3 



EP 0 511 917 A1 



La Demande Internationale WO 90/07929, au nom de AKZO NV decrit une methode d'activation in vivo, 
specifique de site, d'une prodrogue, chez un animal, en utilisant un conjugue activateur-substance specifique 
vis-a-vis de la cible, dont la partie activateur permet la conversion de la prodrogue en substance pharmacolo- 
giquement active. L'activateur est notamment une enzyme, tel que le iysozyme, d'origine humaine, qui n'est 

5 pas presente dans la circulation ou alors en tres petites quantites et dont les substrats naturels sont egalement 
absents de la circulation ou de la surface des cellules non-cibles. La substance specifique vis-a-vis de la cible 
est notamment un anticorps dirige contre un antigene specifique de tumeur. La prodrogue peut notamment 
comprendre une anthracycline (doxorubicine, par exemple) modifiee par un oligomere de chitine lie a I'anthra- 
cycline par un groupe amino au niveau du carbonyle C 13 sur ['anthracycline ou sur la partie glycosylee. 

10 Toutefois, le systeme propose dans cette Demande international e presente notamment I'inconvenient ma- 
jeur de ne pas liberer la doxorubicine elle-meme, mais un derive de celle-ci, Dox-(GlcNAc) 1 ou Dox-(GlcNAc) 5 ; 
ii ne s'agit done pas, d'une part, d'une prodrogue au sens strict, et d'autre part, on ne dispose, en ce qui concer- 
ne ces derives, de recul suffisant tant du point de vue pharmacologique que du point de vue toxicologique. 
II ressort de ce qui precede que les principaux inconvenients des systemes anterieurs sont : 

15 1 ) en ce qui conceme le choix de I'enzyme 

- le clivage non desire de la prodrogue (enzyme circuiante) ; 

- le clivage de la prodrogue lie a la production d'une enzyme en quantite importante au niveau du site 
tumoral ; 

- ('utilisation d'enzymes exogenes susceptibles d'entratner des phenomenes d'intolerance ou de sen- 
20 sibilisation ; 

2) en ce qui concerne le choix de la prodrogue : 

- la cytotoxicity intrinseque de la prodrogue ; 

- la production d'un derive d 'anthracycline dont les effets pharmacologiques et toxiques ne sont pas 
suffisamment connus ; 

25 - I'utilisation d'une prodrogue a deux compartiments (substrat de I'enzyme + agent cytotoxique), qui a 

I'inconvenient d'entratner des interferences steriques ou electron iques avec la reaction de clivage en- 
zymatique. 

La Demanderesse s'est en consequence donne pour but de foumir des prodrogues aptes a etre transfor- 
mers en substances pharmacologiquement actives notamment en presence d'un conjugue enzymatique ap- 
30 proprie, qui repondent mieux aux besoins de la pratique que les prodrogues de I'Art anterieur, notamment en 
ce qu'elles sont stables, en ce qu'elles n'entraTnent pas d'interferences steriques ou electroniques, lors de la 
reaction de clivage enzymatique et en ce qu'elles fournissent au site tumoral uniquement, la substance cyto- 
toxique active. 

La presente invention a pourobjetdes prodrogues d'anthracyclines, caracterisees en ce qu'elles repondent 
35 a la formule I ci-apres : 



40 
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dans laquelle, 

Ri, R2» R3> qui peuventetre identiques ou differents, representent un atome d'hydrogene ou un groupe hydroxy- 
le; 

30 R* represente un atome d'hydrogene, un groupe hydroxy) e ou un groupe methoxy ; 

R represente un groupe CO-CH 2 -R", dans lequel R" est un atome d'hydrogene, un groupe alkyle en C r C 6 , un 
groupe hydroxyle, un groupe alkoxyie, un groupe Oacyle ou un groupe aryie ; 

Rs et R* qui peuvent Stre identiques ou differents, representent un atome d'hydrogene ou un groupe hydroxyle ; 
R 7 represente un atome d'hydrogene ou un groupe hydroxyle ; 
35 Re represente un groupe -CH r OR 9 ou un groupe COOR 9 avec 
R© etant un alkyle en C^C Z ou un atome d'hydrogene ; 

R 10 et Rn representent un atome d'hydrogene, un groupement acyle protecteurou un groupe alkyle ; 

R 12 represente un groupe hydroxyle, un groupement amine, un groupement amide ou un groupement O-acyle 

protecteur ; 

40 le -CH 2 benzylique est de preference en position para ou ortho de I'oxygene glycosyte ; 

Y represente un atome d'hydrogene ou au moins un groupement electro-attracteur notamment choisi dans le 
groupe qui comprend le groupement N0 2 , un atome d'halogene, un groupement S0 2 X, (avec X = -CH 3 , C 6 H 4 - 
CH 3 , NH 2i N-(alkyleci-c4)2. NH-(alkyle c1 ,c4), -CN, acyle ou COO-alkyle, et/ou au moins un groupement elec- 
trodonneur choisi dans le groupe qui comprend les groupements de type O-alkyle, NHCO-alkyle, N(alkyle)CO- 
45 alkyle, S-alkyle, alkyle. 

On entend, au sens de la presents invention, par groupements acyle et alkyle des groupements compre- 
nant de 1 a 6 atomes de carbone. 

Selon un mode de realisation avantageux de I'invention, lorsque Y repr6sente un/des groupements 6lec- 
troattracteurs, ceux-ci sont de preference en position ortho et/ou para de I'oxygene glycosyle et lorsque Y re- 
50 presente un/des groupements electrodonneurs, ceux-ci sont de preference en position meta. 
Conformement a I'invention : 

. lorsque le CH 2 benzylique est en position ortho par rapport audit oxygene glycosyle, Y est en position 
para et represente un atome d'hydrogene ou un groupement electroattracteur et/ou en position meta et 
represente un atome d'hydrogene ou un groupement electrodonneur, 
55 . lorsque le CH 2 benzylique est en position para, Y est en position ortho et represente un atome d'hydro- 



gene ou un groupement electroattracteur et/ou en position meta et represente un atome d'hydrogene ou 
un groupement electrodonneur. 

On obtient ainsi des d6rives para ou ortho-hydroxy benzyl carbamates d'anthracyclines, dont la fonction 
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phenol est masquee et qui, de maniere surprenante, peuvent etre scindes en anthracycline cytotoxique active 
pharmacologiquement et en ose, aussi bien par une glycosidase que par un conjugu6 glycosidase-ligand sp6- 
cifique d'une tumeur. 

Les composes de formule I conformes a invention englobent leurs drff6rents isomeres. 
5 Les prodrogues d'anthracyclines conformes a I'invention, a 3 compartiments, c'est-a-dire comprenant une 

anthracycline, un bras autoimmolable (para ou ortho hydroxybenzylcarbamates) et un substrat enzymatique 
(ose) presentences avantages suivants : 

- elles pr6viennent les risques de non reconnaissance enzyme/substrat, 

- elles evitent les problemes d'interferences steriques ou electroniques, lors de la reaction de clivage en- 
10 zymatique, 

- la connection groupement amine du sucre-liaison 0-het6rosidique, permet a la fois Tattaque enzymatique 
et foumit un encombrement suffisant de la molecule pour diminuer significativement la cytotoxicite de la 
prod rogue. 

De maniere avantageuse, le bras intermedia ire est de preference, comme precise ci-dessus, un para ou 
15 ortho hydroxybenzylcarbamate et la liberation de ranthracyciine active a partir de la prodrogue a 3 comparti- 
ments est determinee par deux processus : 

(1) la vitesse de I'hydrolyse enzymatique, 

(2) la vitesse de coupure du bras auto-immolable, qui sont en fait lies, dans la mesure ou le bras auto- 
immolable joue un rdle important a la fois sur la vitesse de I'hydrolyse enzymatique et sur sa vitesse de 

20 coupure, 

conformement au schema A ci-apres. 



25 




Enzyme 



SCHEMA A 

Selon un autre mode de realisation avantageux de Tinvention. les composes pr6f6r6s de formule I compren- 
40 nent notamment les radicaux suivants : 

Ri. R 2 , R3 sont des atomes d'hydrogene, 

R4 est un groupe methoxy, 

Rs et Re sont des groupes hydroxyles, 

R est un groupe -CO-CH 3 ou un groupe -CO-CH 2 OH, 
45 R 7 est un atome d'hydrogene, ou un groupe hydroxyie, 

Re est un groupe -CH r OAc, -CH 2 OH, -COOMe, ou -COOH, 

R 10 et R u qui peuvent etre identiques ou differents repr6sentent un atome d'hydrogene ou un groupement Ac, 
R 12 represente un groupe hydroxyie ou un groupe OAc, lesquels radicaux Re, R 10 , R1 1 et R 12 ont de preference 
les positions suivantes : 
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Y est un atome d'hydrogene, un groupe N0 2 ou un atome de chlore, en para ou en ortho de I'oxygene glycosyle, 
et/ou un groupe OCH 3 en meta de I'oxygene glycosyle. 

La pr6sente invention a egalement pour objet un proced6 de preparation d'un compose de formule I qui 
peut notamment etre degrade par une giycosidase, caracteris6 en ce qu'il comprend : 

(1) le couplage, en presence, eve ntuell erne nt, d'un promoteur approprie, d'un d6riv6 de formule A : 




dans laqueiie 

Z represente un groupe hydroxyle, un groupe O-trialkylsiiyle ou un groupe 




dans lequel R«, Ri 0 , Rn et R 12 ont la meme signification que ci-dessus ; 
R' repr6sente un atome d'hydrogene ou I'un des groupes suivants : 




le -CH 2 benzylique est de preference en position para ou ortho de la fonction phenol, eventuellement mo- 
difiee (glycosylee ou siiylee) ; 

Y represente un atome d'hydrogene, ou au moins un groupement 6lectro-attracteur notamment choisi dans 
le groupe qui comprend le groupement N0 2 , un atome d'halogene, un groupement S0 2 X, (avec X = -CH 3 , 
C 6 H4-CH 3 , NH 2 , N-(alkyleci-c4)2, NH-(alkyie C i.c4). -CN, acyle ou COO-alkyle, et/ou au moins un groupe- 
ment electrodonneur choisi dans le groupe qui comprend les groupements de type O-alkyle, NH-CO-alkyie, 
N(aJkyl)CO-alkyle, S-alkyle, alkyle avec une anthracyciine de formule B 
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NH 2 



dans laquetle R 1f R 2 , R3, R4, R 5 . Re, R7 et R ont la mSme signification que ci-dessus, 

(2) Elimination des groupes protecteurs presents dans les composes obtenus, notamment par hydrolyse, 
transesterification ou saponification, et 

(3) eventuellement la condensation approprtee avec un ose de formule suivante : 



RlO 0 




OR U K 12 



dans le cas ou Z represente un groupement hydroxyle ou un groupe O-trialkylsilyle, pour donner une pro- 
drogue d'anthracycline de formule I, dans laquelle tous les radicaux R, d R 12 et R ont la meme signification 
que precedemment 

Lorsque Z est un groupe O-trialkylesilyie, il est, prealablement & la condensation avec un ose, avantageu- 
sement desilyte par du fluorure de tetrabutyl ammonium, par exemple. 

Selon un mode de realisation avantageux dudit proc6de, le compos6 de formule A est un derive hydroxy 
benzyle glycosyl6 de formule : 




dans laquelle Rg, R 10 , R 11f R 12l R' et Y ont la meme signification que ci-dessus, 

pour fournir, apres couplage avec une anthracycline de formule B, une prodrogue d'anthracycline de formule 
I, telle que definie ci-dessus, 

conformement aux schemas I, II, III, IV, VI, X, XI, XIV, XV et XVI ci-apres. 
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SCHEMA IV 

50 



13 




14 



EP 0 511 917 A1 




EP 0 511 917 Al 




16 



EP 0 511 917 A1 




17 



EP 0 511 917 A1 




18 



EP 0 511 917 A1 



a 




78b 

SCHEMA XV 
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SCHEMA XVI 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de realisation, prealablement £ retape (1), le d6riv6 p-hy- 
droxybenzyle glycosyie est obtenu par : 

(a) fusion d'un cr6sol avec un ose ou un glucuronate de methyle peracetyie, 

(b) bromation benzytique du produit obtenu, 

(c) solvolyse du derive brome, et 

(d) activation du groupe hydroxyie par un d6riv6 hydroxysuccinimidyie ou paranitroph6noxy-carbonyle. 
Selon un autre mode de realisation dudit proc6d6 f le compose de formule A est un derive silyie de formule 
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dans laquelle R' a la mfime signification que ci-dessus et Z reprSsente un groupe 0-dim6thy1thexylsilyle ou un 
groupe O-tertiobutyldimethyisilyle pourfournir, apr6s cou plage avecune anthracyclinedeformule B, et conden- 
10 sation avec un ose convenable, une prodrogue d'anthracycline de foimule I, telle que d6finie ci-dessus, 

conform6ment aux sch6mas V et VII, qui d6crivent le proc6d6 d'obtention des d6riv6s silyl6s, avant leur 
condensation avec un ose convenable. 
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40 



45 

SCHEMA VII 



so Selon encore un autre mode de mise en oeuvre du proc6d6 conforme d I'invention, le compos6 de formule 
A est un d6riv6 de orthohydroxybenzyle glycosyl6 de formule A 3 : 
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dans laquelle 

Rs, Ri 0 , Rn, R12 et R' ont la meme signification que ci-dessus, 

et Y est en position para et represente un groupe N0 2 ou un atome d'halogene eten position meta et represente 
un atome d'hydrogene ou un groupe m6thoxy ; 

pour fournir, apres couplage avec une anthracycline de formule B, une prodrogue d'anthracyciine de formule 
I, telle que definie ci-dessus, dans laquelle : 

le CH 2 benzylique est en position ortho par rapport d I'oxygene glycosyle ; 
conform6ment aux schemas VIII, IX, XII ou XIII ci-apres. 
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La pr§sente invention a 6galement pour objet des produits comprenant une prodrogue d'anthracycline 
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conforme & Invention et un conjugue enzyme-anticorps sp6cifique d'une tumeur, de formule II Ac-Sp-E, dans 
laquelle : 

Ac est un anticorps ou I'un de ses fragments, qui presente une sp6crficite vis-a-vis d'un antigfene associe 
a une tumeur, ou est une biomotecule qui a tendance a s'accumuler dans une tumeur, tel que I'EGF (facteur 
5 de croissance epidermique), I'a-TGF (facteur de croissance transformant a), le PDGF (facteur de croissance 
derive des plaquettes), I'IGF l+ll (facteur de croissance de I'insuline l+ll) ou le FGF a+b (facteur de croissance 
fibroblastiques a+b), 

E repr6sente une glycosidase qui n'est pas immunogene ou presente une immunog6nicite tr6s faible, 
de preference une glycosidase de mammifere, telle que I'a ou la p-glucosidase, I'a-galactosidase, I'a ou la p- 
10 mannosidase, I'a-fucosidase, la N-ac6tyl-a-galactosaminidase, les N-ac6tyl-p- et N-ac6tyl-a-glucosaminidase 
ou la ^-glucuronidase, 

Sp (Bras) represente un groupe contenant un sulfure ou un disulfure de formule III ou IV 

X'(S) n Y' (III) 
X'(S) n (IV), 

15 ou un bras polypeptidique, dans lequei 

X' ou Y* represente -CO-R 13 -(N-succinimido)- ou -C(=R 14 )-CH r CH2- 

avec R 13 etant un groupement -CH 2 -CH 2 , 1 ,4-cyclohexylidene, 1 ,3 ou 1 ,4 ph6nyiene ou methoxycarbonyle ou 
chloro-1 ,4-phenyl6ne 

et R 14 etant un atome d'oxygene ou un groupe NH, et de plus, 
20 Y' represente -C(=R 14 )-CH2-CH2, lorsque R 14 a la signification pr6cis6e ci-dessus et n represente 1 ou 2, 
pour une utilisation simultan6e, s6par6e ou 6tal6e dans le temps, en th6rapie cytostatique. 

Conform6ment a I'invention, aussi bien la prodrogue d'anthracycline que le conjugue enzyme-anticorps 
peuvent etre associes a au moins un v6hicule pharmaceutiquement acceptable. 

Un tel conjugue enzyme-anticorps est plus particulierement dScrit dans la Demande de Brevet DE 39 
25 3501 6.9, au nom de BEHRING. 

Le couplage entre I'enzyme et I'anticorps, ou un fragment de celui-ci ou une biomolecule, est realise & I'aide 
d'un proc6d6 d6crit dans la Iitt6rature (AH. BLAIR et T.I. GHOSE, Immunology Methods, 1983, 69, 129-143 ; 
T.I. GHOSE et al., Methods in Enzymol., 1983, 19, 280-333). 

Cela implique la fonctionalisation initiale de I'enzyme via son groupe amino, en utilisant un carboxylate de 
30 succinimidyl N-mal6imidoalkylid6ne-, cycloalkylid6ne ou ary!6ne-1-, dans lequei la double liaison du groupe 
maleimido entre en reaction avec le groupe HS de I'anticorps fonctionnalis6, de son fragment ou des biomo- 
Ifecules, avec la formation d'une fonctionnalite thio6ther. 

II est possible d'utiliser, pour la preparation des conjugu6s anticorps-enzyme, les anticorps monoclonaux 
decrits dans la Demande europeenne 141 079, de preference les anticorps 431/26, 250/183, 704/152 et 494/32. 
35 La specificite de ces anticorps pour des antigenes associes d des tumeurs a d6j£ 6t6 d6montr6e sur des 
animaux et chez I'Homme par des methodes d'immunoscintigraphie et d'immunochimie. 

Pour preparer les conjugu6s enzymatiques sp6cifiques d'une tumeur, il est possible, pour les enzymes qui 
sont mentionn6es ci-apres et k partir de la source identifier d'etre purrfiees par la procedure indiqu6e dans la 
litterature : 

40 - a-galactosidase de foie humain, DEAN. K.G. and SWEELEY, C.C. (1979), J. Biol. Chem. 254, 994-1000 ; 

- ^-glucuronidase de foie humain, HO, K.J. (1985), Biochim. Blophys. Acta 827, 197-206 ; 

- a-L-fucosidase de foie humain, DAWSON, G., TSAY, G (1977) Arch. Biochem. Biophys. 184, 12-23 ; 

- a-mannosidase de foie humain, GRABOWSKI, G.A., IKONNE, J.U., DESNICK, R.J. (1980) Enzyme 25, 
13-25; 

45 - p-mannosidase de placenta humain, NOESKE, C, MERSMANN, G. (1983) Hoppe Seylers Z Physiol. 
Chem. 364, 1645-1651 ; 

- a-glucosidase de muqueuse gastrointestinale humaine, ASP. N.G., GUDMAND-HOEYER, E., CHRIS- 
TIANSEN, P.M., DAHLQUIST, A. (1974) Scand. J. Clin. Lab. Invest. 33, 239-245 ; 

- p-glucosidase de foie humain, DANIELS, L.B., COYLE. P.J., CHIA, Y.B., GLEW, R.H. (1981) J. Biol. 
50 Chem. 256, 13004-13013; 

- p-glucocerebrosidase de placenta humain, FURBISH, F.S., BLAIR, H.E., SHILOACH, J., PENTCHEU, 
P.G., BRADY, R.O. (1977) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, 3560-3563 ; 

- a-N-acetylglucosaminidase de placenta humain, ROEHRBORN, W., VON FIGURA, K. (1978) Hoppe 
Seylers Z Physiol. Chem. 359, 1353-1362 ; 

55 - p-N-acetylglucosaminidase de membrane amniotique humaine, ORLACCHIO, A, EMILIANI, C, Dl REN- 
ZO, G.C., COSMI, E.V. (1986) Clin. Chim. Acta 159, 279-289 ; 

- a-N-acetylgalactosaminidase selon SALVAYRE, R., NEGRE, A., MARET, A., DOUSTE-BLAZY, L. 
(1984) Pathol. Biol. (PARIS) 32, 269-284. 
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L'actrvite glycolytique des conjugues enzymes-anticorps, sp6clfiques de tumeur, a ete determinee, compa- 
rativement avec des glycosides de p-nitroph6nyle, & pH optimum. 

Pour tester I'efficacite d'une utilisation sequentielle et combin6e, du conjugue enzyme-anticorps et de la 
prodrogue, le conjugue est administre £ des souris transplantees, puis apr6s avoir attendu que le taux plas- 
matique d'enzyme soit revenu quasiment & z6ro, I'anthracycline modifiee (prodrogue) est administr6e ; on ob- 
serve s'il y a arret de la croissance de la tumeur et si une regression s'opere. 

Les prodrogues 7, 14, 48b, 49b, 60 et 75b ainsi que les acetates 6, 13, 48a, 49a, 59 et75a, qui s'hydrolysent 
in vivo sous I'effet d'enzymes et conduisent a I'une des prodrogues pr6cit6es, sont des a-galactosides ; les 
prodrogues 22, 27c, 54c, 64c, 70c, 78b et 83c sont des 0-glucuronides ; la prodrogue 37 et son acetate 36 
sont des p-glucosides. Ces prodrogues sont avantageusement div6es en daunorubicine ou doxorubicine, se- 
lon le cas, en presence du conjugue approprie, tel que defini ci-dessus. 

De maniere inattendue, les compositions conformes a I'invention combinant une prodrogue & trois compar- 
timents et un conjugue dont I'enzyme est une enzyme d'origine humaine non circulante permettent de r6soudre 
£ la fois le probl£me de la tolerance immunologique, de la sp6crficit6 d'action au niveau du site tumoral et 
comme precise ci-dessus, 6vitent les interferences steriques ou eiectroniques, lors du clivage enzymatique. 

Egalement de manfere inattendue, les prodrogues £ trois compartments conformes £ I'invention peuvent 
etre cliv6es par des macrophages, des granulocytes, des thrombocytes ou des cellules tumorales humaines 
actives. 

En effet, ces cellules activ6es Iib6rent de la p-glucuronidase apte £ diver efficacement (hydrolyse) les 
composes glucuronyle-bras auto-immol able-drogues. 

De telles prodrogues sont alors directement utilisables comme medicament pour le traitement des maladies 
ou sont impliques des macrophages, des granulocytes, des thrombocytes ou des cellules tumorales humaines 
actives. 

Outre les dispositions qui precedent, ['invention comprend encore d'autres dispositions, qui ressortiront de 
la description qui va suivre, qui se r6fere £ des exemples de mise en oeuvre du precede objet de la pr6sente 
invention. 

II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont donnes uniquement £ titre d'illustration de I'objet 
de I'invention, dont ils ne constituent en aucune maniere une limitation. 

EXEMPLE 1 : synthdse de fa a-D-gaJactopyranoside de N-(4-hydroxy-benzy1oxycarbonyl) daunorubi- 
cine (7). 

Conformement au schema i, le couplage de penta-O-acetyl-D-galactopyranose avec du para-cr6sol est 
realise par fusion en presence de ZnCI 2 ou de ZnCI 2 dans un melange de AcOH-A^O. 

La bromation benzylique du compose (1) obtenu est r6alis6e soit en presence de N-bromosuccinimide 
(NBS) et activation photochimique et fournit uniquement le compose 2, soit en presence de NBS et de peroxyde 
de benzoyle et fournit principalement le compose 2 et de petites quantites du derive aldehyde 3. 

Le defacement du brome du derive 2 est realise dans I'acetone ou dans I'ether-acetone avec (ou sans) 
(Bu 3 Sn) 2 0 et fournit le d6riv6 4, alors que la reduction du derive aldehydique 3 par du borohydrure de sodium 
fournit des quantites suppiementaires du compose 4. 

L'activation du groupe OH du derive 4 est r6alis6e en utilisant le chloroformiate de N-succinimidyle ou le 
carbonate de disuccinimidyle (DSC). 

Dans une etape suivante, le couplage du derive 5 avec la daunorubicine est realise dans du DMF en pre- 
sence d'Et 3 N et le derive 6 N-hydroxybenzylcarbonyl est d6proteg6 par transesterification et permet I'obtention 
du derive 7 recherche. 

1) 2,3,4,6-T6tra-0-acetyl-a-I>-galactopyranoside de 4-methyi ph6nyle (1). 

- Preparations : 

Precede 1 : 8,9 g de p. cr6sol, 8,9 g de penta-0-ac6tyl-D-galactopyranose et 0,56 g de 2nCI 2 sont me- 
langes et portes 6 160°C et maintenus £ cette temperature durant 30 minutes, selon la methode d'HELFERICH. 
Apr6s refroidissement jusqu^ 60°C, le milieu r6actionnel est repris par 400 ml de CH 2 Q 2 , Iav6 par deux fois 
400 ml d'eau, puis par une solution d'hydroxyde de sodium (« 1N), jusqu'^i ce que la phase aqueuse soit & 
peine color6e. La phase organique est enfin Iav6e par deux fois 400 ml d'eau, s6ch6e sur sulfate de sodium 
anhydre, puis 6vaporee k sec au bain-marie (temperature 35-40°C) pour fournir un r6sidu de 7,08 g (Rdt = 70 
%). Une chromatographie sur colonne de silice 60 H (solvant : hexane-acetate d'ethyle : 90/1 0 v/v) permet d'ob- 
tenir 2,9 g du compose 1 (Rdt = 29 %) et 1,17 g de son anomere 0 (Rdt = 12 %). 

Proc6d6 II : 1 1 g de penta-O-acetyl-D-galactopyranose, 1 1 g de p. cresol et 2,4 g de ZnCI 2 sont dissous 
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dans 8 ml (Tun melange d'acide ac6tique et d'anhydride antique (95/5 v/v) et portes a 120°C. Le reflux est 
maintenu pendant 2 heures. 

Apres Evaporation du solvant sous pression r6duite, le resldu est repris par 120 ml de CH 2 CI 2 . La solution 
organique est Iav6e a I'eau, puis par une solution de soude (« 1N) et enfm lavee a I'eau avant d'etre s6ch6e 
5 sur sulfate de sodium anhydre et 6vapor6e a sec sous pression r6duite. Un residu brut de 7 g est ainsl obtenu 
(Rdt = 64 %). Apres purification sur colonne de silice 60 H (solvant : hexane-ac6tate d'ethyle : 70/30 v/v) le 
produit 1 est obtenu avec un rendement de 13 % et son anomere p avec un rendement de 6,5 %. 

- Compose 1 : C^HaAo. M = 438. F = 163-165°C. [a] D 2° = +164° (c 1, CHCI 3 ). RMN 1 H (270 MHz, CDQ 3 ) : 
8 ppm 1,90 (s, 3H), 2,02 (s, 3H), 2,08 (s, 3H), 2,19 (s, 3H), 2,28 (s, 3H), 4,00 (dd, 1H, J = 12, J' = 7 Hz), 4,09 

10 (dd, 1H, J = 12, J' = 6 Hz), 4,40 (ddd, 1H, J = 7, J' = 5, J" = 1 Hz), 5,27 (dd, 1H, J = 10, J' = 4 Hz), 5,54 (dd, 
1H, J = 4, J' = 1 Hz), 5,57 (dd, 1H, J = 10, J' = 4 Hz), 5,73 (d, 1H, J = 4 Hz), 6,90 (d, 2H, J = 8 Hz), 7,10 (d, 
2H, J = 8 Hz). SM. (DIC/NH3) : m/z 456 (M+NH 4 ) + , 331. 

2) 2 f 3 F 4 r 6-t6tra-0-ac6tyl-a-D-galactopyranoslde de 4-bromom§thyl ph6nyle (2). 

15 

- Preparation : 

1) avec activation photochimique : 

A une solution de 1 (2,5 g) dans 100 ml de tetrachlorure de carbone, on ajoute 1 ,02 g de N-bromo- 
succinimide, et on chauffe au reflux a 80°C avec irradiation lumineuse (1000 W) pendant 15 min. Apres 
20 refroidissement, le milieu reactionnel est filtr6 pour eiiminer le succinimide qui a pr6cipit6, puis le filtrat est 
6vapor6 sous pression r6duite, ce qui permet d'obtenir 3,23 g de residu sec. On isole 2,45 g de 2 apres 
purification sur colonne de silice 60 H (solvant : hexane-acetate d'ethyle : 70/30 v/v) (Rdt = 83 %). 

2) avec activation par le peroxyde de benzoyle : 

A une solution de 1 g du produit 1 dans 40 ml de tetrachlorure de carbone, on ajoute 0,8 g de N- 
25 bromosuccinimide et 0,08 g de peroxyde de benzoyle. Le milieu reactionnel est chauffe au reflux et pendant 
3 h. Apres refroidissement, le milieu reactionnel est filtre pour eiiminer le succinimide qui a pr6cipit6, puis 
le filtrat evapore a sec pour obtenir 1 ,64 g de produit. Une "flash chromatographic" (solvant : hexane-ac6- 
tate d'ethyle : 80/20 v/v) permet d'obtenir 1 ,74 g d'un melange du derive monobrome 2 et du derive dibrome 
correspondant et d'isoler 0,08 g du compose 3 pur. 
30 - Compose 2 : C^O^Br. M = 517. F = 187 °C (CCI 4 ). [ak 20 = +26° (c 1, CHd 3 ). RMN 1 H (270 MHz, 
CDCI3) : 5 ppm : 1,94 (s, 3H), 2,03 (s, 3H), 2,07 (s, 3H), 2,17 (s, 3H), 4,06 (dd, 1H, J = 12, J' = 7 Hz), 4,12 (dd, 
1H, J = 12, J'= 6 Hz), 4,32 (ddd, 1H, J = 7, J'= 6, J" = 1 Hz), 4,49 (s, 2H), 5,29 (dd, 1H, J = 10, J' = 4 Hz), 5,55 
(dd, 1H, J = 4, J' = 1 Hz), 5,60 (dd, 1H, J = 10, J'= 4 Hz), 5,78 (d, 1H, J = 4 Hz), 7,02 (d, 2H, J = 8 Hz), 7,33 
(d, 2H, J = 8 Hz). SM (DIC/NH3) : m/z 536 (M+NH 4 ) + , 534 (M+NH 4 ) + , 456, 331. 

35 

3) 2,3,4,6-t6tra-0-acetyl-a-D-galactopyranoslde de 4-formyl ph6nyle (3). 

C 21 H 24 0n. M = 452. RMN ^H (270 MHz, CDCI 3 ) : 8 ppm : 1,91 (s, 3H), 2,03 (s, 3H), 2,06 (s, 3H), 2,20 (s, 
3H), 4,09 (m, 2H), 4,28 (ddd, 1H, J = 7, J'= 6, J" = 1 Hz), 5,30 (dd, 1H, J = 10, J'=4 Hz), 5,52 (m, 2H), 5,88 
40 (d, 1H, J = 4 Hz), 7,17 (d, 2H, J = 8 Hz), 7,83 (d, 2H, J = 8 Hz), 9,89 (s, 1H). SM (DIC/NH3) : m/z 470 (M+NH^, 
331. 

4) 2,3,4,6-t6tra-0-ac6ty1-a-D-galactopyranoside de 4-hydroxymethyl phenyle (4). 

45 - Preparation : 

Une solution de 1 ,89 g du compose 2 dans 80 ml d'acetone est melangee a un volume 6gal d'une solution 
aqueuse de nitrate d'argent 0,1 N. Le melange est agite a 25°C pendant 2 h puis I'acetone est 6vapor6e sous 
pression r6duite et la phase aqueuse restante est extraite par CH 2 d 2 , Iav6e a Teau, puis s6ch6e sur sulfate 
de sodium anhydre, ffltree et 6vapor6e a sec sous pression r6duite. Le r6sidu sec obtenu (1,52 g) est ensuite 

50 purifie sur colonne de silice "flash" (solvant : hexane-acetate d'ethyle : 60/40 v^. Le produit 4 (0,94 g) est ob- 
tenu avec un rendement de 56 %. 

C 2l H 26 0 11 . M =454. F = 153°C (CH^z). [a] D 20 = +144, 5° (c 1, CHd 3 ). RMN 1 H (270 MHz, CDCI3) 8 ppm : 
1,73 (1H, echang. D 2 0), 1,96 (s, 3H), 2,03 (s, 3H), 2,08 (s, 3H), 2,17 (s, 3H), 4,07 (dd, 1H, J = 12, J' = 7 Hz) , 
4,09 (dd, 1H, J = 12, J' = 6 Hz) , 4,35 (ddd, 1H, J = 7, J' = 6, J" = 1 Hz), 4,64 (s, 2H), 5,28 (dd, 1H, J = 10, J' 

55 =4 Hz), 5,51 (dd, 1H, J = 4, J' = 1 Hz), 5,54 (dd, 1H, J = 10, J' = 4 Hz), 5,60 (d, 1H, J = 4 Hz), 7,04 (d, 2H, J 
= 8 Hz), 7,30 (d, 2H, J = 8 Hz). SM (DIC/NH 3 ) : m/z 472 (M+NH 4 ) + , 331 . 
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5) Carbonate do 2 f 5-dioxopyrrolidin-1-yie et de 4-(2,3A6-tetra-0-acetyl-a-D-galactopyranosyl)-benzy- 
le(5). 

Le compose 4 est transform^ en succinimido-carbonate par couplage avec le succinimido-chloroformiate. 

5 a) Preparation du succinimido-chloroformiate : 

Une solution de 2 g de N-hydroxysuccinimide dans 1 1 ml d'ethanol est m6lang6e k une solution de 
1 g de potasse dans 30 ml d'ethanol. Le produit forme est filtr6, Iav6 k rether et s6che une nuit k 40°C 
sous vide. On obtient ainsi 2,40 g du sel potassique de I'hydroxysuccinimide (Rdt : 94 %). 

200 mg du sel potassique du N-hydroxysuccinimide sont ajoutes, sous agitation, k 3 ml d'une solution 

10 k 20 % de COCI 2 dans le toluene k 5°C. Apr6s 2 h sous agitation, le chlorure de potassium forme est 6limin6 
par filtration et le filtrat evapore sous pression reduite. Le r6sidu est dissous dans father et un solide blanc, 
constituS de disuccinimido-carbonate, se depose et est eiimine par filtration. Le filtrat est 6vapor6 k sec 
sous pression reduite pourdonner 150 mg de succinimido-chloroformiate (Rdt = 54 %). 
b) Preparation du succinimido-carbonate : 

15 150 mg du compose 4 sont additionn6s k 1 17 mg de succinimido-chloroformiate et k 0,05 ml de 

pyridine dans 8 ml d'ac6tate d'ethyle. Le melange est agite 48 h k temperature ambiante, filtre et le filtrat 
est 6vapore sous pression reduite pour fournir 189 mg du compose 5 (Rdt = 96 %) : C^HjgO^N. M = 595. 
Laque. [afe 20 = +142° (c 0,3, CHCI 3 ). RMN iH (270 MHz, CDCI 3 ) 6 ppm ; 1,90 (s, 3H), 2,03 (s, 3H), 2,07 
(s, 3H), 2,16 (s, 3H), 2,83 (s, 4H), 4,07 (dd, 1H, J = 12, J' = 7 Hz), 4,11 (dd, 1H, J = 12, J' = 6 Hz), 4,30 

20 (ddd, 1H, J = 7, J' = 6, J" = 1 Hz), 5,26 (s, 2H), 5,29 (dd, 1H, J = 10, J' = 4 Hz), 5,51 (dd, 1H, J = 4, J' = 1 
Hz), 5,55 (dd, 1H, J = 10, J' = 4 Hz), 5,77 (d, 1H, J = 4 Hz), 7,07 (d, 2H, J = 8 Hz), 7,33 (d, 2H, J = 8 Hz). 
SM (DIC/NH3) : m/z 613 (M+NH 4 ) + , 437, 348, 331 . 

6) N-[4-(2,3 f 4,6-t6tra-o-ac6tyl-a-D-galactopyranosyl) benzyloxycarbonyl] daunorubicine (6). 

25 

- Preparation : 

20 mg de daunorubicine sont dissous dans 0,8 ml de dimethylformamide. 23 mg de 5 et une goutte de 
triethylamine sont ajoutes k cette solution, maintenue sous agitation sous argon durant 10 minutes k tempe- 
rature ambiante. 

30 Le milieu r6actionnel est repris par I'acetate d'ethyle, puis extrait par une solution saturee de NaCI. 

La phase organique est sech6e sur sulfate de sodium anhydre, filtree et 6vaporee k sec sous pression 
r6duite. Les 50 mg de rSsidu sec obtenu sont purifies sur colonne de silice 60 H (solvant : acetone-cydohexa- 
ne : 45/55 v/v) et permettent d'obtenir 13 mg du produit attendu 6 (Rdt = 32 %). 

- Compose 6 : C49H53NO22. M = 1007. Amorphe. [ofo 20 = +278° (c 0,7, CHCI 3 ). RMN 1 H (270 MHz, DMSO) 
35 6 ppm : 1,08 (d, 3H, J = 7 Hz), 1 ,40-2,20 (m, 4H), 1 ,76 (s, 3H), 1 ,91 (s, 3H), 1 ,96 (s, 3H), 2,08 (s, 3H), 2,20 (s, 

3H), 2,91 (s, 2H), 3,31 (m, 1H), 3,66 (ddt, 1H, J = 12, J' = 8, J" = 4 Hz), 3,93-4,00 (m, 5H), 4,13 (dd, 1H, J = 
7, J'= 4 Hz), 4,30 (ddd, J = 7, J' = 6, J" = 1 Hz), 4,70 (d, 1H, J = 6 Hz), 4,88 (m, 3H), 5,10 (dd, 1H, J = 10, J' = 
4 Hz), 5,17 (m, 1H), 5,37 (m, 2H), 5,53 (s, 1H), 5,74 (d, 1H, J = 4 Hz), 6,84 (d, 1H, J = 8 Hz), 7,03 (d, 2H, J = 
8 Hz), 7,26 (d, 2H, J = 8 Hz), 7,64 (m, 1H), 7,88 (m, 2H). SM (DIC/NH 3 ) : m/z 1025 (M+NH 4 ) + , 376. 

40 

7) N-[4-(a-D-galactopyranosyl)-bonzyloxycarbonyl] daunorubicine (7). 

- Preparation : 

Une solution de 9 mg de 6 dans 1 ml de methanolate de sodium 0,1 N est agitee et maintenue k 0°C 
45 pendant 15 minutes. Le milieu est neutralise par addition de r6sine Amberlite IRC 120H\ puis filtre. Le filtrat, 
evapore k sec sous pression r6duite, foumit 6,7 mg du compose 7 pur (Rdt = 89 %). 

- Compose 7 : C^H^NO^. M = 839. Amorphe. [ah 20 = +243° (c 0,01, MeOH). RMN 1 H (270 MHz, CD 3 OD) 
6 ppm : 1 ,34 (d, 3H), 1,50-4,00 (m, 1 1H), 4,50-5,50 (m, 9H), 7,06 (d, 2H, J = 8Hz), 7,23 (d, 2H, J = 8Hz), 7,30- 
7,60 (m, 3H). SM (DIC/NH 3 ) : m/z 571, 554, 459, 383, 286, 164. 

50 

EXEMPLE 2 : synthase de la N-[2-(a-D-galactopyranosyl) benzyloxycarbonyl] daunorubicine (14). 

Conformement au schema II, en utilisant comme produit de depart le glycoside 8 et en utilisant les m§mes 
sequences de reactions, k savoir (i) bromation benzylique ; (ii) solvolyse du derive brom6 ; (iii) activation du 
55 groupe OH pardu chloroformiate de succinimidyi ; (iv) couplage de 12 avec la daunorubicine et d6protection 
des groupes OH du r6sidu sucre, que celles decrites k I'exemple 1, on obtient le produit recherche (14). 
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1) 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-gaIactopyranoside de 2-bromomethyl phdnyle (9). 

- Preparation : 

A partir du 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-galactopyranoside de 2-m6thy1 ph6nyle 8 (R6f : P.M. DEY, Che- 
5 mistry and Industry (London), 39, 1637, 1967) en utilisant NBS-CCI 4 (Rdt : 80 %). 

- Compose 9 : C2iH 2 5BrO 10 . M = 517. RMN *H (200 MHz, CDCI 3 ) 5 ppm : 1,96 (s, 3H), 2,04 (s, 3H), 2,11 
(s, 3H), 2,19 (s, 3H), 4,14 (m, 2H), 4,40 (t, 1H, J = 6 Hz), 4,60 (ABq, 2H, J = 9 Hz), 5,38 (dd, 1H, J = 11 et 4 
Hz), 5,50-5,75 (m, 2H), 5,85 (d, 1H, J = 4 Hz), 7,00-7,40 (m, 4H). 

10 2) 2,3 ,4,6-tetra- 0-ac6tyl-a-D-galactopyranoside de 2-hydroxy methyl phenyls (1 1 ). 

- Preparations : 

a) a partir de 9 en utilisant AgN0 3 (Rdt 21 %) ; 

b) a partir de 10 en utilisant NaBH 4 -THF-MeOH (Rdt : 80 %). 

15 - Compose 1 1 : C^H^A,. M = 454. F = 96 °C. RMN 1 H (200 MHz, CDCI 3 ) 5 ppm : 1,98 (s, 3H), 2,03 (s, 

3H), 2,09 (s, 3H), 2,19 (s, 3H), 4,15 (m, 2H), 4,43 (t, 1H, J = 6 Hz), 4,57 (d, 1H, J = 12,5 Hz), 4,89 (d, 1H, J = 
12,5 Hz), 5,30-5,60 (m, 3H), 5,72 (d, 1H, J = 4 Hz), 7,00-7,40 (m, 4 H). 

3) 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-galactopyranoside de 2-formyl ph6ny1e (10). 

20 

- Preparation : 

a partir de 8 par bromation, puis en utilisant AgN0 3 (Rdt : 52 %). 

- Compose 10 : C^H^O^. M = 452. RMN ^H (200 MHz, CDCI 3 ) 5 ppm : 2,00 (s, 3H), 2,06 (s, 3H), 2,08 
(s, 3H), 2,19 (s, 3H), 4,18 (m, 2H), 4,43 (t, 1H, J = 6 Hz), 5,38 (d, 1H, J = 1 1 Hz), 5,40-5,60 (m, 2H), 5,84 (d, 

25 1H, J = 4 Hz), 7,19 (t, 1H, J = 8 Hz), 7,30 (d, 1H, J = 8 Hz), 7,58 (t, 1H, J = 8 Hz), 7,91 (d, 1H, J = 8 Hz), 10,56 
(s, 1H). 

4) Carbonate de 2,5-dioxopyrrolidin-l-yle et de 2-{2 l 3,4,6-t6tra-0-ac6tyl-a-D-galactopyranosyl) benzy- 
ls (12). 

30 

- Preparation : 

a partir de 1 1 , en utilisant le succinimido-chlorofonriiate(cf. preparation de 5, Rdt : 72 %). 

- Compose 12 : C 26 H 29 N0 1 5. M = 595. RMN 'H (200 MHz, CDd 3 ) 8 ppm : 1,98 (s, 3H), 1,99 (s, 3H), 2,06 
(s, 3H), 2,17 (s, 3H), 2,87 (si, 4H), 4,15 (m, 2H), 4,43 (t, 1H, J = 6 Hz), 5,16 (d, 1H, J = 12 Hz), 5,33 (dd, 1H, 

35 J = 12 et 4 Hz), 5,40-5,90 (m, 5H), 7,10 (t, 1H, J = 8 Hz), 7,20-7,50 (m, 3H). 

5) N-[2-(2,3,4,6-t6tra-0-ac6tyl-a-D-galactopyranosy1)-benzyloxycarbonyl] daunorubicine (13). 

- Preparation : 

40 a partir de 12 et de la daunorubicine (Rdt 85 %), selon ie protocole decrit pour 6. 

- Compose 13 : F = 130 °C. [afe 20 = +216° (c 0,25, CHQ 3 ). C^H^NO^, M = 1007. RMN 1 H (200 MHz, 
CDa 3 ) 8 ppm : 1,87 (s, 3H), 2,00 (s, 3H), 2, 08 (s, 3H), 2,12 (s, 3H), 2,41 (s, 3H), 2,94 (d, 1H, J = 18 Hz), 3,23 
(d, 1H, J = 18 Hz), 3,66 (s, 1H), 3,70-4,20 (m, 6H), 4,08 (s, 3H), 5,10 (ABq, 2H, J = 9 Hz), 5,20-5,70 (m, 7H), 
5,85 (d, 1H, J = 4 Hz), 7,00-7,50 (m, 4H), 7,78 (t, 1H, J = 8 Hz), 8,03 (d, 1H, J = 8 Hz), 13,28 (s, 1H), 13,98 (s, 

45 1H). 

6) N-[2-(a-D-galactopyranosyl)-benzyloxycarbonyi] daunorubicine (14). 

- Preparation : 

so a partir de 13, en utilisant MeONa (cat)-MeOH (cf. Preparation de 7, Rdt : 83 %). C^H^NO^, M = 839. 

F = 130°C. 

EXEMPLE 3 : synthase de la 0-D-glucuronide de N-(4-hydroxy-benzy1oxycarbonyl) daunorubicine 

(22). 

55 

Conformement au schema III, le couplage de per-0-ac6tyl-D-gIucuronate de methyle avec du para cresol 
est realise dans une solution de CH 2 CI 2 en presence de TMSOTf comme catalyseur. 

La preparation du derive 22 est ensuite rSalisee a Taide des memes sequences de reactions que cedes 
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des exemples 1 et 2, & I'exception de la deprotection additionnelle du groupe carbomethoxy, qui est realisee 
par melange dans du MeOH en presence de BaO. 

1) (2,3,4-tri-O-ac6ty1-0-D-glucopyranoside de 4-bromom6thy1-ph6ny1e) uronate de mdthyle (16). 

5 

II est obtenu (Rdt 79 %) selon le proc6d6 indiqu£ pour 2 (voir exemple 1 ), d partir de (2,3,4-tri-0-ac6tyl-p- 
D-glucopyranoside de 4-m6thyl ph£nyle) uronate de methyle (15), obtenu comme d6crit dans G.N. BOLLEN- 
BACK, J. Am. Chem. Soc, 1955, 77, 3310-3315. 

C2oH230i 0 Br f M = 503. F = 144-146°C (6thanol). [ah 20 = +3° (c 0,85, CHCI 3 ). I.R. (CDCi 3 ) : 1758 (CO) crrr 1 . 
10 RMN 1 H (90 MHz, CDCI 3 ) 5 ppm : 2,00 (s, 9H), 3,66 (s, 3H), 4,1 6 (m, 1 H), 4,43 (s, 2H), 5,03-5,36 (m, 4H), 6,89- 
7,33 (AB, 4H). SM (DIC/NH 3 ) : m/z 521 (M+NH 4 ) + . 

2) (2,3,4-tri-0-ac6tyl-p-D-glucopyranoslde de 4-hydroxy methyl ph6nyle) uronate de methyle (18) et 
(2,3,4-tri-O-acetyl-p-D-glucopyranoside de 4-formyl ph6nyle) uronate de methyle (17). 

15 

lis sont obtenus d partir de 16 (1,2 g, 2,3 mmol) selon le proc6de indiqu6 pr6c6demment pour I'obtention 
de 4 (exemple 1 ). Une chromatographie du r£sidu sur gel de silice, avec elution par un melange hexane/acetate 
d'ethyle (2:1, v/v) permet d'isoler du prodult de depart 16 (100 mg) ; 18 (650 mg, 38 %) puis 17 (200 mg, 12 
%). 

20 - Compose 18 : C^On, M = 440. F = 134-136°C ; [ak 20 = -45° (c 0,55, CHCI 3 ) ; I.R. (KBr) : 3556 (OH), 

1758 (CO) cm- 1 ; RMN 1 H (90 MHz, CDCI 3 )6 ppm : 1,96 (s, 9H), 3,63 (s, 3H), 3,96-4,20 (m, 2H) ; 4,53 (s, 2H) ; 
4,96-5,33 (m, 4H) ; 7,20 et 6,86 (AB, 4H). SM (DIC/NH 3 ) : m/z : 458 (M+NH 4 ) + . 

- Compose 17 : C^H^On, M = 438. F = 170-172°C ; [afo 20 = -31° (c 0,95, CHCI 3 ) ; I.R. (CDCI 3 ) : 1758 
(C=0, ester), 1698 (C=0, PhCHO) cm- 1 ; RMN 1 H (90 MHz, CDCI 3 ) 5 ppm : 2,12 (s, 9H), 3,72 (s, 3H), 4,21- 

25 4,39 (m, 1H), 5,30-5,56 (m, 4H), 7,07-8,03 (dd, 4H), 9,91 (s, 1H). SM (DIC/NH 3 ) m/z : 456 (M+NH 4 ) + . 

3) Carbonate de 2,5-dioxopyrrolidin-l-yle et de 4-((2,3,4-tri-O-ac6tyl-0-D-glucopyranosyl) uronate de 
methy1e)-benzyle (19). 

30 - Preparation : Une solution de 1 8 (170 mg, 0,39 mmol) et de triethylamine (54 ul, 0,39 mmol) dans du di- 
chlorom£thane anhydre (4 ml) est ajoutee sous argon goutte d goutte k une solution de DSC (197 mg, 0,77 
mmol) dans 8 ml d'ac6tonitrile. AprSs 24 h d'agitation k temperature ambiante, le milieu est filtr6 et le filtrat 
concentre jusqu f d siccrte. Le produit 19 est obtenu (117 mg, 52 %) sous la forme d'un sirop incolore. 

- Compose 19 : C 25 H 27 N0 15 , M = 581. [a] D 20 = +3° (c 0,85, CHCI 3 ). I.R. (CDCI 3 ) : 1747 (C=0) cm- 1 . RMN 
35 1 H (90 MHz, CDa 3 ) 5 ppm : 2,08 (s, 9H), 2,82 (s, 4H), 3,73 (s, 3H), 4,24 (d, 1H, J = 9), 5,13-5,44 (m, 6H), 6,96- 

7,44 (m, 4H). SM (DIC/NH 3 ) m/z : 599 (M+NH 4 ) + . 

4) N-[4-((2,3,4-tri-0-ac6tyl-p-D-glucopyranosyl)-benzyloxycarbonyl) uronate de mdthyle] daunorubici- 
ne (20). 

40 

- Preparation : 

Selon le proc6d6 indiqu6 pour obtenir 6 et 13 (Rdt 70 %) (voir exemples 1 et 2). 

- Compose 20 : Produit amorphe. C^HgiNO^, M = 993. [ah 20 = +112° (c 0,06, CHCI 3 ). RMN 1 H (250 MHz, 
CDCI 3 ) 6 ppm : 1,32 (d, 3H, J = 6 Hz), 1,74 (s, 1H), 1,77 et 1,95 (AB, 2H, J = 5, J' = 12), 2,07 (3s, 9H), 2,12- 

45 2,38 (AB, 2H), 2,44 (s, 3H), 2,97 et 3,26 (AB, 1H, J = 20), 3,70 (m, 1H), 3,73 (s, 3H), 3,92 (large s, 1H), 4,12 
(s, 3H), 4,19 (m, 1H), 5,00 (s, 2H), 5,14 (d, 1H, J = 7), 5,68 (dd, J = 3, J' = 7, 1H), 5,53 (d, 1H, J = 3,5), 6,98 
et 7,28 (AB, 4H, J = 8), 7,43 (d, 1H, J = 8), 7,83 (t, 1H, J = J' = 8), 8,07 (d, 1 H, J = 8), 13,33 et 14,00 (2s, 2H). 
SM(FAB) : m/z : 1016 (M+Na) + . 

so 5) N-[4-((p-D-glucopyranosy1)-uronate de methyl e-benzyloxycarbonyl)] daunorubicine (21). 

Par traitement MeONa-MeOH de 20. (cf. preparation de 7 et 14, exemples 1 et 2, Rdt 78 %). Sirop rouge. 
C42H 45 N0 1 fl I M = 867. [a] D 2o = +140° (c 0,02, CH 3 OH).SM (252C FPD) : m/z : 890 (M+Na) + . 

55 6) 0-D-glucuronide de N-(4-hydroxy-benzyloxycarbony1) daunorubicine (22). 

Le compose 21 (2,7 mg) est dissous dans 0,2 ml de MeOH et Ton agite durant 3 h k temperature ambiante 
en presence d'oxyde de baryum. Le milieu est ensuite neutralise par addition de resine Amberlite IR 50 H+ et 
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apr&s filtration on concentre sous pression r£duite. On isole 1 ,8 mg de 22 pur par precipitation dans un melange 
MeOH/Et 2 0/hexane. C 41 H 43 N0 19 , M = 853. [a] D 2° = +2° (c 0,06, MeOH). 

EXEMPLE 4 : synthase de la N-[2-(((3-D-glucopyranosyl) acide uronlque)-benzyloxycarbonyl] dauno- 
5 rubicine (27c). 

Conform6ment au schema IV, le methyl 2-bromom6thylph6nyl-(2,3,4-tri-0-ac6tyl-p-D-glucopyranosyl) 
uronate 23, obtenu a partirdu methyl 2-m6thyl-ph6nyl-(2,3,4-tri-0-ac6tyl-p-D-glucopyranosyl) uronate, comme 
decrit dans G.N. BOLLENBACK et al. (J. Am. Chem. Soc. f 1955, 77, 3310), est convert! en produit 24 (etfou 
10 en produit 25) puis le produit 24 est transform6 en produit 26. 

Dans ce cas, pour lier le bras a I'anthracycline, le carbonate 26 est prepare a Taide de chloroformiate de 
4-nitroph6nyle disponible dans le commerce. 

Le compose 27c (prodrogue recherchSe) est ensuite obtenu comme decrit ci-dessus aux exemples 1, 2 

et 3. 

15 

1) (2 f 3,4-tri-0-ac6ty1-p-D-glucopyranoside de 2-bromom6thyl phenyl) uronate de methyle (23). 

- Preparation : 

Une solution de methyl 2-m6thyl-phenyi-(2,3,4-tri-0-ac6tyl-p-D-glucopyranosyl) uronate de methyle 
20 (940 mg, 2,2 mmol) (r6f. : G.N. BOLLENBACK, J. Am. Chem. Soc, 77, 3310-3315, 1955), de NBS (509 mg, 
2,86 mmol) et de 52 mg de peroxyde de benzoyle dans 25 ml de CCi 4 est portee au reflux durant 12 h. Apr£s 
extraction classique et purification sur colonne de silice, on isole 880 mg de 23 (80 %). 

- Compose 23 : C^H^rO^, M = 503. RMN iH (200 MHz, CDCI 3 ) 8 ppm : 2,05 (s, 3H), 2,07 (s, 3H), 2,11 
(s, 3H), 3,74 (s, 3H), 4,19 (d, 1H, J = 9 Hz), 4,35 et 4,65 (2d, CH 2 , J = 12 Hz), 5,23 (m, 1H), 5,38 (m, 3H), 7, 

25 05 (m, 2H), 7, 32 (m, 2H). 

2) (2,3,4-tri-O-acetyl-p-D-glucopyranoside de 2-hydroxy methyl phenyl) uronate de methyle (24) et de 
2-formyl phenyl) uronate de methyle (25). 

30 - Preparation : 

Une solution de derive brom6 23 (690 mg, 1,37 mmol) dans 14 ml d'une solution ac6tone/eau (50/50) 
est agitee durant 2 h en presence de 631 mg (3,7 mmol) de AgN0 3 . Apres filtration et extraction classique, on 
isole par chromatographie sur gel de silice, 80 mg d'aldehyde 25 (13 %) et 340 mg d'alcool 24 (56 %). 

Caracteristiques de 24 : C^H^On, M = 440. F = 143-147°C. [a] D *> -26° (c 0,9, CHCI 3 ). RMN (200 MHz, 
55 CDCI 3 ) : 2,05 (s, 3H) ; 2,07 (s, 3H) ; 2,1 1 (s, 3H) ; 3,72 (s, 3H) ; 4,13 (d, J = 9 Hz, H-5) ; 4,48 et 4,77 (2d, J = 
12,5 Hz, 2H) ; 5,15 (d, J = 7,2 Hz, 1H) ; 5,35 (m, 3H) ; 7,02 (d, J = 8 Hz, 1H) ; 7,11 (t, J = 7,2 Hz, 1H) ; 7,29 (d, 
J = 6,8 Hz. 1H) ; 7,34 (t, J = 7,4 Hz, 1H) ppm. I.R. (CH 2 C\J : 3540, 3030, 2960, 1760, 1605, 1590, 1490, 1455, 
1440, 1375, 1225, 1140, 1090, 1075, 1040 cirri. S M (FAB 4 ) m/z : 463 (M+Na) + . 

- Compose 25 : C^H^On, M = 438. RMN 'H (200 MHz, CDCI 3 ) 5 ppm : 2,08 (s, 9H), 3,75 (s, 3H), 4,25 
40 (d, 1H, J = 9 Hz), 5,34 (m, 4H), 7,15 (t, 1H, J = 8,6 Hz), 7,25 (d, 1H, J = 7,3 Hz), 7,58 (t, 1H, J = 7 Hz), 7,26 (d, 

1H, J = 7,6 Hz), 10,34 (s, 1H). 

3) Carbonate de 4-nitro-ph6nyle et de 2-((2,3,4-tri-O-ac6tyl-0-D-glucopyranosyl) uronate de m6thyle)- 
benzyle (26). 

45 

- Preparation : 

Une solution de 24 (33 mg, 0,075 mmol) dans 0,021 ml de pyridine et 0,2 ml d'ac£tate d'6thy1e est main- 
tenue sous agitation pendant 12 h a temperature ambiante en presence de 46 mg (0,22 mmol) de chloroformiate 
de paranitrophenyie. Apr6s filtration et evaporation des solvants, une purification sur plaque de silice donne 
so 45 mg de 26 (rendement quantitatif). 

- Compose 26 : C^H^NOts, M = 605. F = 67-70°C. [a] 0 *> = +2° (c 1, CDQ 3 ). RMN *H (200 MHz, CHCI 3 ) 
8 ppm : 2,07 (s, 9H) ; 3,74 (s, 3H), 4,24 (d large, J = 8,5 Hz, H-5), 5,3 (m, 6H), 7,10 (m, 2H), 7,39 (m, 4H), 8,27 
(d, J = 9 Hz, 2H). 

55 4) N-[2-((2,3,4,tri-0-acety1-p-D-glucopyranosy1) uronate de methyle)-benzy1oxycarbony1] daunorubici- 
ne (27a). 



- Preparation : 
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Une solutbn de daunombicine (15,8 mg, 0,03 mmol) et de glycoside 26 (1,1 6q., 19,8 mg) et de Et 3 N 
(3,6 mg, 1 ,2 6q.) dans 0,1 ml de DMF est maintenue sous agitation pendant 12 heures. Apr£s extraction das- 
sique, une purification sur plaque de silice permet d'obtenir 20 mg (67 %) de 27. 

- Compose 27a : C^H^NO^, M = 993. F = 153-1 55°C. [ah 20 = +122° (c 0,4, CHCI 3 ). RMN 'H (200 MHz, 
5 CDCI 3 ), 5 ppm : 1 ,31 (d, 3H, J = 6,4 Hz), 2,06 (s, 6H), 2,09 (s, 3H), 2,42 (s, 3H), 2,91 et 3,24 (2d, J = 19 Hz, 

2H), 3,60 (s, 3H), 4,08 (s, 3H), 4,20 (m, 2H), 5,00-5,32 (m, 8H), 7,05 (m, 2H), 7,26 (m, 2H), 7,38 (d, J = 7,4 Hz, 
1H), 7,77 (t, J = 7,4 Hz, 1H), 8,03 (d, J = 7,4 Hz, 1H), 13,24 (s, 1H), 12,57 (s, 1H). SM : [M+Kf = 1032. 

5) N-P-((P-D-glucopyranosy1) uronate de mdthyle) benzyloxycarbonyl] daunorubicine (27b). 

10 

Par traitement MeONa-MeOH de 27a (cf. preparation de 7 et 14, exemples 1 et 2). Solide rouge. 
C 42 H450i 9 N, M = 867. 

6) N-[2-((|3-D-g!ucopyranosyl) acide uronique)-benzyloxycart>onyf] daunorubicine (27c). 

15 

Par traitement de 27b avec BaO ou K 2 C0 3 (cf preparation de 22 dans I'exemple 3). Solide rouge 
C41H43NOU, M = 853. 

EXEMPLE 5 : synthase de la N-[2-hydroxybenzyloxycarbonyi] daunorubicine (32). 

20 

Conform6ment au schema V, le derive 32 est pr6par6 soit par synthfese a partir du derive 28 (2-tertiobu- 
tyldimethylsilyioxy-benzaldehyde), qui est r6duit en presence de NaBH 4 pour donner le compose 29, ('activation 
par le chlorofonmiate de 4-nitrophenyle conduit au derive 30 qui est condense avec la daunorubicine, le produit 
32 est ensuite obtenu par deprotection au KF, soit par hydrolyse enzymatique du produit 14 (voir exemple 2) 
25 par I'a-galactosidase. 

1) N-[2-hydroxy-benzyloxycart)onyl] daunorubicine (32). 

a) Hydrolyse enzymatique de 14 : 

30 Le compose 14 (1 mg) est dissous dans 0,02 ml de DMF. On ajoute alors 1 ml d'une solution 100 

mM d'HEPES dans I'eau distil!6e. Apr6s addition d'a-galactosidase (2U, EC 3.2.1.22, Sigma, n° G-8507), 
le melange r6actionnel est agite pendant 2 heures a 35°C. Apres hydrolyse et extraction on obtient quan- 
titativement le compose 32. 

b) Hydrolyse de 31 : 

35 Le derive silyie 31 (2 mg, 0,0025 mmol) est dissous dans le THF (0,1 ml). On ajoute alors 0,2 ml 

d'une solution aqueuse de KF (a 0,1 g par mL). Apres 12 heures a temperature ambiante une extraction 
usuelle fournit 32. 

- Caracteristiques de 32 : CasHasNO^, M = 677. RMN 'H (200 MHz, CDCI 3 ) 8 ppm : 1 ,26 (d, J = 6 Hz, 3H), 
2,42 (s, 3H), 2,89 (d, J = 20 Hz, 1H), 3,24 (d, J = 20 Hz, 1H), 3,61 (s, 1H), 4,07 (s, 3H), 4,43 (s, 1H), 5,00 (s, 

40 2H), 5,28 (s large, 1H), 5,47 (d, J = 2 Hz, 1H), 6,7-7,3 (m, 4H), 7,40 (d, J = 8 Hz, 1H), 7,80 (t, J = 8 Hz, 1H), 
8,00 (d, J = 8 Hz, 1H), 8,78 (s, 1H), 13,27 (s, 1H), 13,96 (s, 1H). 

Le produit 32 peut etre avantageusement condense avec un sucre pour foumir les produits 27a, 27b ou 

27c. 

45 2) 2-tertiobutyldimethylsiIytoxy-benzaldehyde (28). 

- Preparation : 

Une solution de 2-hydroxy benzaldehyde (500 mg, 0,44 ml, 4,09 mmol), d'imidazole (685 mg) et de chlo- 
rure de tertiobutyldimethylsilyle (680 mg) dans le DMF est agitee pendant 24 heures a temperature ambiante. 
50 Apres hydrolyse et extraction usuelle, une chromatographie permet d'obtenir 28 (890 mg, 93 %). 

- Compose 28 : C^HaAiSi, M = 236. RMN ^H (200 MHz, CDCI 3 ) 8 ppm : 0,28 (s, 6H), 1,00 (s, 9H) t 0,91 
(d, J = 8Hz, 1H), 7,02 (t, J = 8Hz, 1H), 7,46 (t, J = 8 Hz, 1H), 7,81 (d, J = 8 Hz, 1H), 10,47 (s, 1H). 

3) alcool 2-tertiobutyldimethylsilyloxy benzyiique (29). 

55 

- Preparation : 

Une solution de 28 (200 mg) dans le methanol (5,5 ml) contenant NaBH 4 (28 mg) est agitee pendant 1 
heure a temperature ambiante. Apres hydrolyse et extraction usuelle, on obtient 29 (140 mg, 68 %). 
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- Compost 29 : C^H^Si, M = 238. RMN 1 H (200 MHz, CDCI 3 ) 8 ppm : 0,30 (s, 6H), 1,06 (s, 9H), 2,67 
(s, 1H), 4,70 (s, 2H), 6,86 (d, J = 8 Hz, 1H), 6,97 ft J = 8 Hz, 1H), 7,20 (t, J = 8 Hz, 1H), 7,33 (d, J = 8 Hz, 
1H). 

5 4) Carbonate de 4-nitro-ph6nyle et de 2-(tertiobutyldim6thylsilyloxy)-benzy1e (30). 

- Preparation : 

L'alcool 29 (135 mg, 0,56 mmol) est dissous dans I'acState d'ethyle (0,82 ml). On ajoute alors de la py- 
ridine (0,081 ml) puis le chloroform late de 4-nitro phenyle (275 mg, 2,4 6q.). Apres une nuit 3 temperature am- 
10 biante, le solvant est evapore. Une chromatographie sur gel de silice foumit le carbonate 30 (206 mg, 91 %). 

- Caracteristiques de 30 : C2oH 25 N0 6 Si, M = 403. RMN 1 H (200 MHz, CDCI 3 ) 8 ppm : 0,27 (s, 6H), 1,03 (s, 
9H), 5,32 (s, 2H), 6,86 (d, J = 8 Hz, 1H), 6,96 (t, J = 8 Hz, 1H), 7,1-7,5 (m, 4H), 8,21 (d, J = 8 Hz, 2H). 

5) N -[2 -(tertiobutyldi methyl silyloxy)-benzyloxycarbonyl] daunorubicine (31). 

15 

- Preparation : 

Une solution de 30 (8,3 mg, 0,022 mmol), de daunorubicine (9,6 mg, 0,018 mmol) et de triethylamine 
(0,003 ml) dans le DMF (0,1 ml) est agitee pendant 4 heures a temperature ambiante. Apres extraction usuelle, 
une chromatographie permet de s6parer 31 (6 mg, 41 %) et 32 (4,5 mg, 36 %). 
20 - Compose 31 : C 41 H 49 N0 13 Si, M = 791. NMR 1 H (200 MHz, CDCI 3 ) 5 ppm : 0,20 (s, 6H), 0,96 (s, 9H), 1,30 

(d, J = 6 Hz, 1H), 2,42 (s, 3H), 2,9 (m, 2H), 3,24 (d, J = 20 Hz, 1H), 3,65 (s large, 1H), 3,90 (s large, 1H), 4,09 
(s, 3H), 4,48 (s, 1H), 5,06 (s, 2H), 5,28 (s, 1H), 5,52 (d, J = 2 Hz, 1H), 6,8-7,0 (m, 4H), 7,42 (d, J = 8 Hz, 1H), 
7,80 ft J = 8 Hz, 1H), 8,03 (d, J = 8 Hz, 1H), 13,31 (s, 1H), 14,0 (s, 1H). 

25 EXEMPLE 6 : synthase de la N-[4-(p-D-glucopyranosyl) benzyl oxycarbonyl] daunorubicine (37). 

Confonmement au schema VI, une catalyse par transfert de phase est utilisee pour la condensation du pe- 
racetyl-a-D-glucose avec le p. hydroxybenzaldehyde et le glycoside 33 est converti en compose 37, confor- 
mement aux exemples 1, 2, 3, 4 ou 5 ckJessus. 

30 

1) 2,3,4,6-t6tra-0-ac6tyt-p-D-glucopyranoside de 4-formyl ph6ny!e (33). 

- Preparation : 

On dissout le 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-bromoglucose (2 g, 4,8 mmol) dans 20 ml de chloroforme. On 
35 ajoute dans la solution pr6cedente un melange de p-hydroxy-benzald6hyde (585 mg, 4,8 mmol) et de bromure 
de benzyltriethylammonium (1,1 g), pr6alablement dissous dans une solution de soude 1,25 N (10 ml), et Ton 
chauffe £ reflux pendant 24 h. On effectue une extraction avec 50 ml d'eau. La phase organique obtenue est 
lavee successivement avec une solution de NaOH 1 N (2 x 50 ml), avec une solution de HCI(1 N), puis avec de 
I'eau, sechee et concentr6e jusqu'd siccite. Le produit brut obtenu est ensuite recristallise dans de rethanol 
40 pour donner 33 (0,5 g, 23 %). 

- Compose 33 : C^H^On, M = 452. F = 150-152°C ; [ah 20 = -28° (c 0,5, CHCI 3 ). I.R. (CDCI 3 ) : 1757 (C=0, 
ester), 1698 (OO, aldehyde) cnr 1 . RMN 1 H (90 MHz, CDCI 3 ) 8 ppm : 2,09 (s, 12H), 3,99 (m, 1H), 4,22 (AB, 
1H), 4,33 (AB, 1H), 5,13-5,48 (m, 4H), 7,15 et 7,89 (AB, 4H, J = 12 Hz), 9,96 (s, 1H). SM (DIC) : m/z : 470 
(M+NH 4 )\ 

45 

2) 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-p-D-glucopyranoside de 4-hydroxym6thy1 phdnyle (34). 

- Preparation : 

II est obtenu £ partir de 33 selon le procede utilise pour preparer 11 a partir de 10 (voir exemple 2) et 
so cristallise de rethanol (Rdt 92 %). 

- Compose 34 : C^H^On, M = 454. F = 102-103°C ; [a] D 2° = -18° (c 0,5, CHCI 3 ). I.R. (CDCI 3 ) : 1 757 (OO, 
ester) crrr 1 . RMN 1 H (200 MHz, CDCI 3 ) 8 ppm : 1,98-2,03 (4s, 12H, 4 OAc), 3,75-3,84 (m, 1H, H-5), 4,11 (AB, 
Jgem = 6 Hz, H-6a), 4,57 (s, 1H, OH), 4,99-5,25 (m, 4H, H-1, H-2, H-3 et H-4), 6,92 et 7,24 (AB, Jgem = 8 Hz, 
4H, Ph). SM (DIC) : m/z : 472 (M+NH 4 ) + . 

55 
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3) Carbonate de 2,5-dioxopyrrolidin-1-yle et de 4-(2 f 3,4 f 6-t6tra-0-acetyl-p-D-glucopyranosyl)-benzyle 
(35). 

- Preparations : 

M6thode A : Par activation par le succinimido-chloroformiate (cf. : preparation de 5, exemple 1) du 
compose 34 (617 mg, 1,36 mmol). On obtient le produit pur 35 (780 mg, 95 %). 

M6thode B : Par activation par le DSC (cf.: preparation de 19, exemple 3) du compose 34 (Rdt 80 %). 

- Compose 35 : C2 6 H 29 0 15 N, M = 595. F = 164°C ; [ah 20 = -18° (c 0,09, CHCI 3 ) ; I.R. (KBr) : 1791 (C=0) 
cm-i. NMR 1H (200 MHz, CDCI 3 ) 5 ppm : 2,02 (4s, 12H), 2,77 (s, 4H), 3,81 (m, 1H), 4,14 (AB, J = 12 Hz, 1H), 
4,24 (AB, J = 5 Hz, 1H), 5,02-5,31 (m, 6H), 6,95-7,31 (AB, J = 12 Hz, 4H). SM (DIC/NH 3 ) m/z : 613 (M+NH 4 ) + . 

4) N-[4-(2,3,4 f 6-t6tra-0-ac6tyl-p-D.glucopyranosyl) benzytoxycarbonyl] daunorubicine (36). 

- Preparation : 

Par condensation du compose 35 (26 mg, 0,04 mmol) surla daunorubicine (20 mg, 0,04 mmol) (cf. pre- 
paration de 6 et de 1 3, exemples 1 et 2). On isole le derive 36 pur (25 mg, 90 %) sous forme d'une laque rouge. 

- Compose 36 : C^HjaO^N, M = 1007. [a] D 2° = 135° (c 0,04, CHd 3 ). I.R. (CDCI 3 ) : 3435 (OH) ; 1758 (C=0) 
cm-'. RMN iH (400 MHz, CDCi 3 ) 6 ppm : 1,29 (d, 3H, J = 5 Hz), 1,79 (AB, 1H, J = 3,5 Hz), 1 ,91 (AB, 1H, Jgem 
= 14 Hz), 2,07 (4s, 12H), 2,15 (AB, 1H, J = 3,5 Hz), 2,35 (AB, 1H, J = 18 Hz), 2,50 (s, 3H), 2,95 (AB, 1H, J = 
18 Hz), 3,25 (AB, 1H, J = 18 Hz), 3,70 (m, 1H), 3,84-3,90 (m, 1H), 3,92 (1H, OH), 4,11 (s, 3H, OMe), 4,17 (AB, 
1H, J = 2 Hz), 4,24 (m, 1H), 4,30 (AB, 1H, J = 12 Hz), 5,00 (s, 2H), 5,08 (d, 1H, J = 7 Hz), 5,14 (d, 1H, J = 8,5 
Hz), 5,17 (t, 1H, J = J' = 10 Hz), 5,24-5,34 (m, 3H), 5,23 (dd, 1H, H-1, J < 0,5Hz, J' = 3,5Hz), 6,96 et 7,28, (AB, 
4H), 7,42 (d, 1H, J = 8 Hz), 7,82 (t, J = J' = 8Hz), 8,07 (d, 1H, J = 8Hz), 13,25 (s, 1H), 14,00 (s, 1H). SM 
(DIC/NH 3 ) : m/z : 1026 (M+NH 4 ) + . 

5) N-[4-(p-D-glucopyranosyl)-benzyloxycarbonyl] daunorubicine (37). 

Par MeONa cat.-MeOH sur le compose 36 (91 %), 37 est obtenu sous la forme d'un sirop rouge. 
C 41 H450 18 N, M = 839. [a] D 20 = +200° (c 0,001, CH 3 OH). I.R. (KBr) : 3422 (OH) ; 1617 (C=0) crrH. SM 
(FAB) : m/z : 838 (M+1) + . 

EXEMPLE 7 : preparation de la N-[4-hydroxy-benzyloxycarbonyl] daunorubicine (38). 

Selon le schema VII, le derive 38 est prepare soit par synthese, soit par hydrolyse enzymatique, confor- 
m6ment £ I'exemple 5 (derive 32). 

1) N-[4-hydroxy-benzy1oxycarbonyl] daunorubicine (38). 

Le compose 37 (3 mg, 3,68 umol) est dissous dans une solution tampon d'acetate de sodium, pH 5,5 (0,46 
ml), puis une suspension d'enzyme (20 uJ, 5 U de p-D-glucosidase (20 mg de p-D-glucosidase dans 400 ul 
d'eau plus 80 uJ d'ethanol) est ajoutee £ 37°C pendant 15 min. La reaction enzymatique est complete. On filtre, 
evapore les solvants, puis on chromatographie le r6sidu sur gel de silice £ I'aide du melange CH 2 CI 2 -CH 3 OH 
(9:1 , v/v). On isole le derive 38 pur (1,5 mg, 60 %), qui se pr6sente sous la forme d'un liquide rouge sirupeux. 

CssHssO^N, M = 676. 

Le compose 38 peut avantageusement etre condense avec un autre sucre et notamment un derive de I'aci- 
de glucuronique pour foumir les produrts 20, 21 ou 22. 

2) alcool 4-dim6thy1thexy1si!y1oxy benzylique (39). 

2,8 g (41 ,2 mmol) d'imidazole sont ajoutes £ une solution d'alcool 4-hydroxybenzylique (2,55 g, 20,6 mmol) 
dans 25 ml de DMF anhydre. Le melange est agite £ temperature ambiante jusqu'£ obtention d'une solution 
limpide, puis est refroidi £ 0°C sous argon. On ajoute alors 4,4 ml (22,6 mmol) de chlorure de thexyldimethyi- 
silyle. Apr£s 48 h d'agitation £ 0°C, la phase organique est Iav6e £ I'eau, s£ch6e sur Na2S0 4 et 6vapor6e sous 
pression r6duite. On obtient 39 (3,7 g, 68 %) sous forme de gomme. 

CisHaOjSi, M = 266,44. I.R. (CDCI 3 ) : 3304 (OH), 2960 (CH) cnrr'. RMN 'H (90 MHz, CDCI 3 ) 5 ppm : 0,00 
(s, 6H, CH 3 Si), 0,83 (d, 6H, CH 3 CCSi, J = 5 Hz), 0,83 (d, 6H, CH 3 CSi), 1 ,50 (m, 1 H, CHCSi), 4,50 (s, 2H, CH 2 Ph), 
6,67-7,03 (AB, Jgem = 6 Hz, 4H, Ph). SM (DIC) : m/z : 284 (M+NH 4 ) + . 



38 



EP 0 511 917 A1 



3) Carbonate de 2,5-dioxopyrrolidin-1-yle et de 4-dimethyithexyt-silyloxybenzyle (40). 

A une solution de DSC (1,39 g, 5 mmol) dans I*ac6tate d'6thyle anhydre (50 ml), on ajoute 1 ,85 g (1 0 mmol) 
de compose 35 et 0,8 ml de pyridine. Apres 24 h d'agitation a la temperature ambiante, le melange est filtre, 
5 et le filtrat concentre sous pression reduite, fournissant ainsi 40 (1 ,84 g, 91 %) sous forme d'une gomme. 
C2oH290 6 SiN, M = 407,52. I.R. (CDCI 3 ) : 2961 (CH), 1296 (CO) cnr 1 . 

RMN 1 H (90 MHz, CDQ 3 ) : 5 ppm : 0,00 (s, 6H, CH 3 Si), 0,80 (d f 6H, CH 3 CCSi, J = 5 Hz), 0,80 (s, 6H, 
CH 3 CSi), 1,50 (m, 1H, CHCSi), 2,73 (s, 4H, CH 2 CO), 4,57 (s, 2H, CH 2 Ph), 7,16 (AB, 4H, Ph, Jgem = 6 Hz). 
SM(DIC) : m/z : 425 (M+NH 4 ) + . 

10 

4) N-[4-dimethylthexy1silyloxy-benryloxycarbonyl] daunorubicine (41). 

A un melange de 40 (29 mg, 0,073 mmoi) et de daunomycinone (20 mg, 0,043 mmol) dissous dans 0,4 ml 

de DMF anhydre, on ajoute 76 \i\ (0,73 mmol) de Et 3 N et, apres 5 min d'agitation a la temperature ambiante, 
15 on effectue une extraction par de I'acetate d'ethyle. La solution obtenue est lavee avec une solution saturee 

de chlorure de sodium, puis sechee sur Na2S0 4 et concentree sous pression r6duite. On isole 41 (24 mg, 70 

%) sous foime d'un sirop rouge. 

C^HsaSiN, M = 819. [afe 20 = +53° (c 0,03, CHCI 3 ). I.R. (CDCf 3 ) : 3597-3439 (OH), 2960 (CH), 1762 (CO) 

crrr 1 . RMN 1 H (250 MHz, CDCI 3 ) 8 ppm : 0,00 (m, 6H, CH 3 Si), 0,82 (d, 6H, J = 5 Hz), 0,82 (s, 6H), 1,27 (d, 3H, 
20 J = 6 Hz), 1,62 (m, 3H), 2,36 (s, 3H), 2,89 et 3,20 (AB, 2H, J - 6 Hz), 3,93 (s, 1H), 4,04 (s, 3H), 4,20 (m, 1H), 

4,40 (m, 1H), 4,62 (s, 2H), 5,52 (s, 1H), 5,33 (d, 1H, J = 3 Hz), 5,49 (dd, 1H, J = 2, J' < 0,5 Hz), 6,95 et 7,19 

(AB, 4H, J = 3 Hz), 7,34 (d, 1H, J = 9 Hz), 7,78 (t, 1H, J = J' - 9 Hz), 8,00 (d, 1H, J = 9 Hz). SM (DIC) : m/z : 

837 (M+NH 4 ) + . 

25 EXEMPLE 8 : synthese de la N-[2-(a-D-galactopyranosyl)-5-nitro-benzyloxycarbony1] daunorubicine 
(48b) et de la N-[2-(a-D-galactopyranosyl)-5-nitro-benzyloxycarbonyl] doxorubicine (49b). 

Selon le schema VIII, la glycosidation catalysee par SnCJ 4 du 5-nitro-o-cresol avec le peracetyl-D-galac- 
tose permet d'obtenir le deriv6 42. 
30 La bromation benzylique, utilisant le NBS dans CCI 4 permet d'obtenir un melange de 43 et 44. 

L'hydrolyse du derive dibrome 44 foumit I'aldehyde 45 qui peut etre reduit par le NaBH 4 en derive 46, tandis 
que l'hydrolyse du derive 43 conduit a un melange de 45 et 46. Le formiate de 4-nitrophenyle est utilise pour 
activer le derive 46 et le couplage de 47 avec la daunorubicine et la doxorubicine conduit respectivement aux 
derives 48a et 49a. 

35 

1) 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-galactopyranoside de 2-m6thyl 4-nitro phenyle (42). 

On additionne lentement SnCI 4 (0,6 ml) a une solution maintenue a temperature ambiante de 2-methyl 4- 
nitroph^nol (R£f. : J.S. ANDERSON et K.C. BROWN, Synthetic Commun., 13, 233-236, 1983) et de 1,2,3,4,6- 

40 penta-O-acetyl-0-D-galactose (1 g, 2,56 mmol). Le melange reactionnel est alors agite sous azote pendant 12 
heures a 60°C. Apres hydrolyse dans I'eau glacee, une extraction avec CH 2 CI 2 , suivie d'un lavage avec une 
solution saturee d'hydrogenocarbonate de sodium puis a I'eau, foumit 42 qui est alors purifte par chromato 
graphie sur gel de siJice (Rdt : 45 %). 

C 21 H25N0 12 , M = 483. F = 166°C. [afc 20 = +184° (c 0,56, CHCI 3 ). I.R. (CHQ 3 ) : 3030, 2960, 2925, 2860, 

45 1745, 1580, 1520, 1490, 1370, 1345, 1220 cm- 1 . RMN *H (200 MHz, CDCI 3 ) 8 ppm : 1,96 (s, 3H), 2,05 (s, 3H), 
2,09 (s, 3H), 2,19 (s, 3H), 2,36 (s, 3H), 4,13 (m, 2H), 4,28 (m, 1H), 5,85 (d, J = 4 Hz, 1H), 7,21 (d, J = 9 Hz, 
1H), 8,10(s,1Het d,J = 9Hz, 1H). 

2) 2,3,4,6-tetra-0-ac6tyl-a-D-galactopyranoside de 2-bromomethyl-4-nitro phenyle (43). 

50 

- Preparation : 

a partir de 42, en utilisant NBS (1,5 eq.) - CCI 4 (cf. preparation des composes 2 et 9, exemple 1, Rdt : 
51 % ) . 

- Compose 43 : C^H^BrNO^, M = 562. RMN 1 H (200 MHz, CDCI 3 ) 8 ppm : 1,96 (s, 3H), 2,06 (s, 3H), 2,12 
55 (s, 3H), 2,20 (s, 3H), 4,13 (m, 2H), 4,32 (t, J = 6 Hz, 1 H), 4,59 (AB q, J = 9 Hz, 2H), 5,38 (dd, J = 12 et 4 Hz, 

1H), 5,5-5,8 (m, 2H), 5,99 (d, J = 4 Hz, 1H), 7,26 (d, J = 9 Hz, 1H), 8,20 (d, J = 9 Hz, 1H), 8,29 (s, 1H). 
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3) 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-galactopyranoside de 2-dibromomethyl 4-nitro phenyle (44). 

- Preparations : 

a) a partir de 42 en utilisant NBS (1,5 6q.) - CCI 4 (Rdt : 27 %) ; 
5 b) a partir de 42 en utilisant NBS (4 6q.) - CCI 4 (Rdt : 60-90 %). 

- Compose 44 : C^H^B^NO^, M = 641. F = 70°C. [a] D 2° = +143° (c 0,47, CHCI 3 ). I.R. (CHCI 3 ) : 3030, 
3020, 2960, 2930, 2860, 1745, 1620, 1590, 1525, 1480, 1425, 1370, 1345, 1220, 1 130, 11 10, 1075, 1040 cnr 1 . 
RMN 1 H (200 MHz, CDCI 3 ) 8 ppm : 1,97 (s, 3H), 2,06 (s, 3H), 2,13 (s, 3H), 2,20 (s, 3H), 4,13 (m, 2H), 4,31 (t, 
J = 6 Hz, 1H), 5,3-5,7 (m, 3H), 5,93 (d, J = 14 Hz, 1H), 7,01 (s, 1H), 7,29 (d, J = 9 Hz, 1H), 8,20 (d, J = 9 Hz), 

10 8,75 (s,1H). 

4) 2 f 3,4,6-t6tra-0-ac6tyl-a-D-galactopyranoside de 2-formyl-4-nltro ph6nyle (45). 

- Preparations : 

15 a) a partir de 43, en utilisant AgN0 3 (Rdt 1 5 %) ; 

b) a partir de 44, en utilisant AgN0 3 (Rdt 83 %). 

- Compose 45 : C^H^NO^ M = 497. F = 180°C. [a] D 20 = +97° (c 2, CHCI 3 ). I.R. (CHCI 3 ) : 3030, 2960, 
2930,2880,2860, 1745, 1695, 1645, 1610, 1590, 1530, 1480, 1430, 1370, 1345, 1220, 1180, 1125, 1110, 1075, 
1045 cnr 1 . RMN 1 H (200 MHz, CDCI 3 ) 8 ppm : 1,98 (s, 3H), 2,05 (s, 3H), 2,08 (s, 3H), 2,20 (s, 3H), 4,13 (m, 

20 2H), 4,35 (t, J = 6 Hz, 1 H), 5,3-5,6 (m, 3H), 5,99 (d, J = 4 Hz, 1 H), 7,46 (d, J = 9 Hz, 1 H), 8,41 (dd, J = 9 et 2 
Hz, 1H), 10,52 (s,1H). 

5) 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-galactopyranoside de (2-hydroxym6thyl-4-nitro) ph6nyle (46). 

25 - Preparations : 

a) a partir de 43, en utilisant AgN0 3 (Rdt 19 %) (cf. preparation de 11 et 18) ; 

b) a partir de 45, en utilisant NaBH 4 -THF-MeOH (Rdt : 73 %). 

- Compose 46 : O^NO,* M = 499. F = 140°C. [a] D »> = +152° (c 0,42, CDCI 3 ). I.R. (CDCI 3 ) : 3700, 3600, 
3030,2970, 2940, 2860, 1750, 1630, 1625, 1595, 1585, 1370, 1350, 1210, 1130, 1110, 1075, 1035 cm- 1 . RMN 

30 (200 MHz, CHC1 3 ) 5 ppm : 1,97 (s, 3H), 2,05 (s, 3H), 2,10 (s, 3H), 2,19 (s, 3H), 4,12 (m, 3H), 4,33 (t, J = 6 Hz, 
1H), 4,71 (d, J=14 Hz, 1H), 4,89 (d, J = 14 Hz, 1H), 5,35-5.6 (m, 3H), 5,87 (d, J = 2 Hz, 1H), 7,28 (d, J = 9 Hz, 
1H), 8,19 (dd, J = 9 et 2 Hz, 1H), 8,32 (d, J = 2Hz, 1H) . 

6) Carbonate de 4-nitro-ph6nyle et de 2-(2,3,4 f 6-t6tra-0-acetyl-a-D-galactopyranosyl)-5-nitro-benzyle 

35 (47). 

- Preparation : 

a partir de 46 et du chloroformiate de p-nitroph6nyle (Rdt : 52 %). 

- Compose 47 : C^H^O^, M = 664. RMN 1 H (200 MHz, CDCI 3 ) 5 ppm : 1 ,93 (s, 3H), 2,04 (s, 3H), 2,09 
40 (s, 3H), 2,19 (s, 3H), 4,12 (m, 2H), 4,30 (t, J = 6 Hz, 1 H), 5,3-5,6 (m, 5H), 5,93 (d, J = 4 Hz, 1H), 7,34 (d, J = 

9 Hz, 1H), 7,44 (d, J = 9 Hz, 1H), 8,2-8,4 (m, 4H). 

7) N-p-(2 t 3 t 4 f 6-t6tra-0-ac6tyl-a-D-galactopyranosy1)-5-nitro-benzyloxycarbonyl] daunorubicine (48a). 

45 - Preparation : 

a partir de 47 et de la daunorubicine (cf preparation de 6, exemple 1, Rdt : 31 %). 

- Compose 48 : C^H^O^, M = 1052. RMN 1 H (200 MHz, CDCI 3 ) 8 ppm : 1,86 (s, 3H), 2,02 (s, 3H), 2,08 
(s, 3H), 2,14 (s, 3H), 2,39 (s, 3H), 2,94 (d, J = 20 Hz, 1H), 3,23 (d, J = 20 Hz, 1H), 3,60 (s, 1H), 4,08 (s, 3H), 
5,02 (d, J = 12 Hz, 1H), 5,21 (d, J = 12 Hz, 1H), 5,3-5,8 (m, H), 5,93 (d, J = 4 Hz, 1H), 7,18 (d, J = 9 Hz, 1H), 

50 7,40 (d, J = 8 Hz, 1H), 7,80 (t, J = 8 Hz, 1H), 8,02 (d, J = 8 Hz, 1H), 8,17 (dd, J = 9 et 2 Hz, 1H), 8,26 (s large, 
1H), 13,30 (s, 1H) et 13,99 (s, 1H). 

8) N-[2-(a-D-galactopyranosyl)-5-nitro-benzyloxycarbonyl] daunorubicine (48b). 

55 - Preparation : 

a partir de 48a, en utilisant MeONa (cat.)-MeOH (Rdt : 83 %). 

- Compose 48b : Amorphe. C^H^Ojo, M = 88.4 F = 140°C (dec). 
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9) N-[2-(2 f 3,4,6-tetra-0.acetyl-a-D-galactopyranosy1)-5-nitro-benzyloxycarbonyl] doxorubicino (49a). 

- Preparation : 

a partir de 47 et de la doxorubicin. Rdt : 13 % 
5 - Compost 49a : C^Hg^Oas, M = 1068. RMN 1 H (200 MHz, CDCI 3 ) 8 ppm : 1,86 (s, 3H), 2,01 (s, 3H), 

2,09 (s, 3H), 2,13 (s, 3H), 2,99 (s, 1H), 3,03 (d, J = 20 Hz, 1H), 3,29 (d, J = 20 Hz, 1H), 4,10 (s, 3H), 4,59 (s, 
1H), 4,74 (s, 1H), 5,07 (d, J = 12 Hz, 1H), 5,22 (d, J = 12 Hz, 1H), 5,3-5,8 (m, H), 5,95 (d, J = 4 Hz, 1H), 7,17 
(d, J = 9 Hz, 1H), 7,40 (d, J = 8 Hz, 1H), 7,80 (t, J = 8 Hz, 1H), 8,03 (d, J = 8 Hz, 1H), 8,18 (dd, J = 9 et 2 Hz, 
1H), 8,27 (s large, 1H), 13,28 (s, 1H), 14,0 (s, 1H). 

10 

10) N-[2-(a-D-galactopyranosyl)-5-nitro-benzyloxycarbonyi] doxorubicins (49b). 

Par traitement de 49a avec MeONa-MeOH (cf preparation de 7 et 14, exemples 1 et 2). Solide rouge 
C 4 iH44N 2 0 2 i, M = 900. 

15 

EXEMPLE 9 : synthase de la N-[2-((p-D-gtucopyranosyl) acide uronique)-5-nitro-benzyloxycarbonyl] 
daunorubicine (54c). 

Selon le schema IX, le bromure de peracetyt-0-D-glucopyranoside uronate du methyle est condense avec 
20 le 2-hydroxy-5-nitrobenzal6hyde en presence d'Ag^O a temperature ambiante. Le glycoside 51 (Rdt = 46 %) 
est converti en derive 52 (NaBH 4 -THF, MeOH, rdt = 70 %) et le derive active de 52, i.e. 53 (rdt = 73 %) r6agit 
avec la daunorubicine pour fournir le derive 54a (rdt = 62 %). 

1) (2,3,4-tri-O-acetyl-p-D-glucopyranoside de 2-formyl 4-nitro phenyls) uronate-de methyle (51). 

25 

- Preparation : 

Une solution de bromure de 2,3,4-tri-O-acetyl-p-D-glucopyranoside uronate de methyle (1,45 g, 3,64 
mmol) et de 2-hydroxy-5-nitrobenzald6hyde (609 mg = 3,64 mmol) dans 22 ml d'acetonitrile contenant de I'oxy- 
de d'argent (1 ,3 g, 5, 6 mmol) est agitee 4 heures a temperature ambiante. Apr6s filtration du milieu r6actionnel 
30 et evaporation du filtrat, une chromatographie "flash" permet d'obtenir 800 mg de 51 (Rdt : 46 %). 

- Compose 51 : C^H^NO^, M = 483. F = 173-174°C. [a] D *>° = -52° -(c 1, CHCI 3 ) ; I.R. (CH 2 C\£ : 3060, 
2960, 1755, 1690, 1590, 1530 cm- 1 ; RMN ^H (200 MHz, CDCI 3 ) 8 ppm : 2,09 (s, 9H), 3,73 (s, 3H), 4,40 (d, H- 
5, J = 8,5 Hz), 5,5 (m, 4H), 7,32 (d, 1H, J = 9,1 Hz), 8,42 (dd, 1H, J = 9,1 et 3 Hz), 8,67 (d, 1H, J = 3 Hz), 10,31 
(s, 1H). 

35 

2) (2,3,4-tri-O-acety1-0-D-glucopyranoside de 2-hydroxy methyl 4-nitro-ph6nyl) uronate de methyle 
(52). 

- Preparation : 

40 A partir de 51 , en utilisant NaBH 4 -THF-MeOH (Rdt = 70 %). 

- Compose 52 : C^H^NO^, M = 485. F = 137-145°C. [a] D ^ = -34° (c 0,7, CHd 3 ) ; I.R. (CHzClz) : 3600, 
3570, 3060, 2960, 1755, 1620, 1590 1525, 1485, 1435, 1370, 1340, 1230, 1075, 1040, 900 crrr 1 ; RMN *H 
(200 MHz, CDCI 3 ) 8 ppm : 2,07 (s, 3H), 2,08 (s, 3H), 2,10 (s, 3H), 2,95 (OH), 3,72 (s, 3H), 4,30 (d, H-5, J = 8,7 
Hz), 4,61 et 4,72 (ABq, 2H, J = 13,8 Hz), 5,32 (m, 4H), 7,08 (d, 1H, J = 9 Hz), 8,12 (dd, 1 H, J = 9 et J = 2,7 

45 Hz), 8,27 (d, 1 H, J = 2,7 Hz). SM (FAB+) m/z : 508 (M+Na) + . 

3) Carbonate de 4-nitro-ph6nyte et de 2-((2 I 3,4-tri-0-acetyl-p-D-glucopyranosyl) uronate de m6thyle)- 
5-nitro-benzyle (53). 

so - Preparation : 

A partir de 52 et de chloroformiate de paranitroph6nyle (Rdt : 73 %). 

- Compose 53 : C27H26N2O16. M = 634. F = 154-155°C. [ah 2 * = -34,5° (c 1, CHCI 3 ), I.R. {CH 2 C\^ : 2960, 
2880, 1760, 1620, 1595, 1525, 1490, 1370, 1345, 1230, 1215, 1080, 1040, 860 crrr 1 ; RMN 1 H (200 MHz, 
CDCI 3 ) 8 ppm : 2,08 et 2,09 (2s, 9H), 3,74 (s, 3H), 4,36 (d large, 1H, J = 8,7 Hz), 5,36 (m, 6H), 7,23 (d, 1H, J 

55 = 9,1 Hz), 7,43 (d, 2H, J = 8,3 Hz), 8,26 (m, 4H). 
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4) N-p-((2,3,4-tri-0-ac6tyl-p-D-glucopyranosyl) uronate de methyle)-5-nitro-benzyloxycarbonyl] dau- 
norubicine (54a). 

- Preparation : 

5 A partir de 53 et de daunorubicine (Rdt 62 %). 

- Compose 54a : C^HgoO^N* M = 1038. F = 142-145°C. [a] D *r = +115° (c 0,6, CHCI 3 ) ; I.R. (CH 2 C\£ : 
2950, 1755, 1720, 1710, 1620, 1580, 1525, 1345, 1230, 1210, 1110, 1080, 1035 cirr* ; RMN 1 H (200 MHz, 
CDCI 3 ) 5 ppm : 1,32 (d, 3H, J = 7,3 Hz), 2,09 et 2,11 (2s, 9H), 2,43 (s, 3H), 2,93 et 3,24 (ABq, 2H, J = 19 Hz), 
3,59 (s, 3H), 4,30 (m, 2H), 4,51 (s, 1H), 4,96 et 5,11 (ABq, 2H, J = 13 Hz), 5,20 et 5,60 (m, 6H), 7,14 (d, 1H, J 

10 = 8,5 Hz), 7,41 (d, 1H, J = 8 Hz), 7,79 (t, 1H, J = 8 Hz), 8,05 (d, 1H, J = 8 Hz), 8,21 (2H), 12,15 (s, 1H), 12,91 
(s,1H). 

5) N-[2-((p-D-glucopyranosyl) uronate de methyl e)-5-nitro-benzyloxycarbonyl] daunorubicine (54b). 

15 A partir de 54a avec MeONa-MeOH (cf. preparation de 7 et 14, exemples 1 et 2). Solide rouge. 
C 42 H44N 2 0 21 , M = 912. RMN (CD3COCD3) : 8 ppm : 2,37 (s, 3H), 3,70 (s, 3H), 4,04 (s, 3H), 6,50 (d, J = 7,5 Hz, 
1H), 7,32 (d, J = 7,4 Hz, 1H), 7,60 (d, J = 7,4 Hz, 1H), 7,89 (m, 2H), 8,19 (m, 2H), 13,30 (s, 1H), 14,15 (s, 1H). 

6) N-[2-((p-D-glucopyranosyl) acide uronique)-5-nitro-benzy1oxycarbony1] daunorubicine (54c). 

20 

A partir de 54b et de BaO (cf. preparation de 22 dans I'exemple 3). Solide rouge. C^H^O^, M = 898. 

EXEMPLE 10 : Synthese de N-[2-((p-D-glucopyranosyl) acide uronique)-5-nitro-benzyloxycarbonyl] 
doxorubicine (80c). 

25 

1) Synthese de N-[2-((2,3,4-tri-O-acetyl-0-D^lucopyranosyl) uronate de m6thyle)-5-nitro-benzyloxy- 
carbonyJ] doxorubicine (83a). 

- Preparation : 

30 A partir de 53 et de doxorubicine (65 %). 

- Compose 83a : C^NAs ; M = 1054 ; F = 162-167°C (dec) ; [a] D 2° 122° (c 0,5, CHCI 3 ) ; IR (C^Cy : 
1757, 1720, 1618, 1580, 1525, 1410, 1370, 1344, 1230 cnr 1 ; RMN (200 MHz, CDCI 3 ) : 5 ppm : 1,30 (d, 3H, 
J = 7,3 Hz), 2,06 et 2,08 (2s, 9H), 2,94 et 3,23 (ABq, 2H, J = 19 Hz), 3,60 (s, 3H), 4,06 (s, 3H), 4,28 (d, 1H, J 
= 9 Hz), 5,03 (ABq, 2H, J = 13 Hz), 5,27-5,51 (m, 6H), 7,1 1 (d, 1 H, J = 8 Hz), 7,99 (d, 1H, J = 8 Hz), 8,15 (m, 

35 2H), 12,62 (s, 1H), 13,15 (s, 1H). 

2) Synthese de N-[2-((p-D-giucopyranosyl) uronate de m6thyle)-5-nltro-benzyloxycarbony1] doxorubi- 
cine (83b). 

40 - Preparation : 

A partir de 83a avec MeONa-MeOH (cf. preparation de 7 et 14, exemples 1 et 2). 

- Compose 83b : C^N^ ; M = 928 ; F = 180°C (dec.) ; [a] D *> 0° (c 0,5, CHd 3 ) ; RMN (200 MHz, CD. 
3COCD3) : 6 ppm : 1,29 (d, 3H, J = 7,3 Hz), 3,79 (s, 3H), 4,07 (s, 3H), 6,09 (d, NH), 7,12 (d, 1H, J = 8,6 Hz), 
7,41 (d, 1H, J = 8 Hz), 7,79 (t, 1H, J = 8 Hz), 8,00 (d, 1H, J = 8 Hz), 8,16 (m, 2H), 12,75 (s, 1H), 13,25 (s, 1H). 

45 

3) Synthese de N-[2-((0-D-glucopyranosyt) acide uroniqueJ-5-nitro-benzyloxycarbonyl] doxorubicine 
(83c). 

- Preparation : 

so A partir de 83b avec NaOH ou I'esterase de foie de pore (EC 3.1.1.1.). 

- Compose 83c : solide rouge ; C 41 H 42 N 2 0 22 ; M = 914. 

EXEMPLE 11 : 

55 1) 2,3,4,6-tetra-0-ac6ty1-a-D-galact pyran side de 2-chloro~4-m6thyl ph6nyle (55). 

- Preparation : 

A partir du 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-galactopyranose et du 2-chloro-4-methyfphenol (cf. preparation 
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de1,Rdt = 40%). 

- Compose 55 : C^sO^C!. M = 472,5. RMN 1 H (270 MHz, CDCI 3 ) : 5 ppm : 2,02 (s, 3H), 2,06 (s, 3H), 
2,14 (s, 3H), 2,20 (s, 3H), 2,32 (s, 3H), 4,12 (dd, 1H, J = 12, J' = 7 Hz), 4,17 (dd, 1H, J = 12, J' = 6 Hz), 4,54 
(ddd, 1 H, J = 7, J' = 6, J" = 1 Hz), 5,29 (dd, 1H, J = 10, J' = 4 Hz), 5,61 (m, 1H), 5,63 (dd, 1H, J = 10, J' = 4 
Hz), 5,76 (d, 1H, J = 4 Hz), 7,02 (dd, 1H, J = 8, J' = 2 Hz), 7,07 (d, 1H, J = 8 Hz), 7,23 (d, 1H, J = 2 Hz). SM 
(DIC/NH3) : m/z 490 (M+NHtf, 456, 331. 

2) 2 p 3,4,6-t6tra-0-acetyl-a-D-galactopyranoside de 2-chloro-4-bromom6thyl ph6ny1e (56). 

- Preparation : 

Monobromation £ partir de 55 avec activation photochimique (cf. preparation de 2, Rdt = 80 %). 

- Compose 56 : CziH^OioCIBr. M = 551, 5. RMN ^H (270 MHz, CDCI 3 ) : 5 ppm : 2,00 (s, 3H), 2,03 (s, 3H), 
2,12 (s, 3H), 2,18 (s, 3H), 4,09 (dd, 1H, J = 12, J' = 7 Hz), 4,14 (dd, 1H, J = 12, J' = 6 Hz), 4,42 (s, 2H), 4,50 
(ddd, 1 H, J = 7, J' = 6, J" = 1 Hz), 5,27 (dd, 1H, J = 10, J' = 4 Hz), 5,58 (m, 1H), 5,60 (dd, 1H, J = 10, J' = 4 
Hz), 5,80 (d, 1H, J = 4 Hz), 7,13 (d, 1H, J = 8 Hz), 7,22 (dd, 1H, J = 8, J' = 2 Hz), 7,42 (d, 1H, J = 2 Hz). SM 
(DIC /NH 3 ) : m/z 571 (M+NKO*. 569 (M+NH^, 490, 331. 

3) 2,3,4,6-t6tra-0-ac6tyl-a-D-galactopyranoside de 2-chloro-4-hydroxym6thyl ph6nyle (57). 

- Preparation : 

A partir de 56 (cf. preparation de 4, Rdt = 34 %). 

- Compose 57 : ChHkOuCI. M = 488,5. RMN 1 H (270 MHz, CDCI 3 ) : 8 ppm : 1,98 (s, 3H), 2,04 (s, 3H), 
2,10 (s, 3H), 2,18 (s, 3H), 4,09 (dd, 1H, J = 12, J' = 7 Hz), 4,14 (dd, 1H, J = 12, J'= 6 Hz), 4,49 (ddd, 1H, J = 
7, J'= 6, J" = 1 Hz), 4,64 (s, 2H), 5,26 (dd, 1 H, J = 10, J'= 4 Hz), 5,58 (m, 1 H), 5,60 (dd, 1H, J = 10, J'= 4 Hz), 
5,77 (d, 1 H, J = 4 Hz), 7,1 5 (d, 1 H, J = 8 Hz), 7,20 (dd, 1 H, J = 8, J'= 2 Hz), 7,42 (d, 1 H, J = 2 Hz). SM (DIC/NH 3 ) : 
m/z 506 (M+NH 4 ) + , 472, 331. 

4) Carbonate de 2,5-dioxopyrrolidin-l-yIe et de 3-chloro-4-(2,3,4,6-t6tra-0-ac6tyl-a-D-galactopyrano- 
sy1)-benzyle (58). 

- Preparation ; 

A partir de 57 et de disuccinimidocarbonate (DSC) (cf. preparation de 19, exemple 3). 
Remarquons que du fait de son instability, !e compose 58 n'a pu etre purifie et isoie sur colonne de silice. 

- Compose 58 : C^^CINO^. M = 629,5. 

5) N-[3-chlon>-4-(2,3,4,6-t6tra-0-ac6ty1-a-D-gaJactopyranosy1)-benzyloxycarbonyl] daunorubiefne 
(59). 

- Preparation : 

Couplage de 58 avec la daunorubicine (cf. preparation de 6, Rdt = 20 %). 

- Compose 59 : C^CINC^. M = 1 041,5. RMN 1 H (270 MHz, DMSO) : 6 ppm : 1,12 (d, 3H, J = 7 Hz), 
1,48 (m, 1H), 1,88 (m, 2H), 1,98 (s, 3H), 2,02 (s, 3H), 2,04 (s, 3H), 2,15 (s, 3H), 2,23 (m, 1H), 2,25 (s, 3H), 
2,76 (m, 1H), 2,96 (m, 1H), 3,50-4,20 (m, 5H), 4,00 (s, 3H), 4,44 (m, 1H), 4,72 (m, 1H), 4,90 (m, 3H), 5,20 (m, 
1H), 5,32 (m, 1H), 5,43 (m, 2H), 5,53 (s, 1H), 5,85 (d, 1H, J = 4 Hz), 6,94 (m, 1H), 7,23 (m, 2H), 7,47 (d, 1H, 
J = 2 Hz), 7,66 (m, 1H), 7,92 (m, 2H). SM (DIC/NH 3 ) : m/z 1060 (M+NH 4 ) + , 506, 331. 

6) N-[3-chloro-4-(a-D-galactopyranosy1)-benzyloxycarbonyl] daunorubicine (60). 

- Preparation : 

A partir de 59 (cf. preparation de 7, Rdt = 91 %). 

EXEMPLE 12 : Synthase de N«[3-nitro-4-((p-D-glucopyranosy1) acide uronique)-benzyloxycarbonyl] 
daunorubicine (64c). 

1) (2 f 3 f 4-tri-0-acety1-p-D-glucopyranoside de 4-formyi 2-nitro-ph6ny1e) uronate de mSthyle (61). 

- Preparation : 

A partir d'une solution de bromure de (2,3,4- tri-O-acetyl-D-glucopyranoside) uronate de methyte (5,3 g) 
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et de 3-nitro-p-hydroxybenzaldehyde (3,55 g) et d'oxyde d'argent (15,45 g) dans les conditions indiqu6es pour 
preparer 51. Apr6s chromatographie flash et cristailisation on obtient 5,35 g (80 %) de 61 pur. 

- Compost 61 : C 2 oH2,N0 13 , M = 483. F = 172-173°C ; [afo 20 +10° (c 1, CHCI 3 ) ; IR (laque) : 1760, 1230 
cnr 1 ; RMN 1 H (250 MHz, CDCI 3 ) 5 ppm : 2,16 (s, 3H), 2,12 (s, 3H), 2,07 (s, 3H), 3,71 (s, 3H, OMe), 4,33 (d, 

5 1H, J = 8,2 Hz), 5,45-5,25 (m, 4H), 7,49 (d, 1H, J = 7,5 Hz), 8,08 (dd, 1H, J = 7,5, J'= 1,8 Hz), 8,31 (dd, 1H, J 
= 1,6 Hz), 9,97 (s, 1H) ; SM (DIC/NH 3 ) ; m/z 501 (M+NH 4 ) + . 

2) (2,3,4-tri-0-ac6tyi-f3-D-glucopyranoside de 4-hydroxym6thyl-2-nitro phlnyle) uronate de methyle 
(62). 

10 

- Preparation : 

A partir de 61 en utilisant NaBH 4 -THF-MeOH (Rdt 72 %). 

- Compose 62 : C^H^NO^. M = 485. F = 173-174°C ; [a] D *> : +10° (c 1 , CHCI 3 ) ; RMN 1 H : 8 ppm 2,08 
(s, 6H), 2,01 (s, 3H), 3,63 (s, 3H) 4,12 (d, 1H, J = 8 Hz), 4,62 (s, 2H), 5,35-5,02 (m, 4H), 7,21 (d, 1 H, J = 7 Hz), 

15 7,39 (dd, 1H, J = 7 Hz, J' = 1,8 Hz), 7,65 (d, 1H, J = 1,8 Hz). SM (DIC/NH3) : m/z 503 (M+NH 4 ) + . 

3) N-[3-nitro-4-((2,3 l 4-fri-0-ac6tyl-p-D-glucopyranosyl) uronate de m6thy1e)-benzyloxycarbonyl] dau- 
norubicine (64a). 

20 - Preparation : 

A partir de 62 et de DSC on obtient interm£diairement le carbonate 63 qui n'est pas purifie mais imm6- 
diatement remis en reaction avec la daunorubicine selon les conditions d£crites pour preparer 54. 
On isole 64a avec 50 % de rendement. 

- Compose 64a : C^H^O^. M = 1038. F = 137-138°C ; [a] D 20 +88° (c 0,5, chloroforme) ; IR (CDCI3) : 
25 1760, 1720, 1220 cnr 1 ; RMN 1 H 5 ppm 1,30 (d, 3H, J = 6Hz), 1,75 (m, 2H), 2,12 (s, 3H), 2,10 (s, 3H), 2,13 (s, 

3H), 2,45 (s, 3H), 3,00 (d, 1H, J = 20 Hz), 3,30 (d, 1H, J = 20 Hz), 3,75 (s, 3H), 4,14 (s, 3H), 4,26 (m, 2H), 4,47 
(s, 1H), 5,08 (s, 2H), 5,10-5,47 (m, 4H), 5,58 (d, 1H), 7,50 (1H), 7,89 (1H), 8,05 (1H), 14,00 (s, 1H), 13,30 (s, 
1H). 

30 4) p-D-glucopyranoside de N-(4-hydroxy-3-nitro-benzyloxycarbonyl) daunorubicine (64b). 

A partir de 64a avec MeOH-MeONa (cf. preparation de 7 et 14, exemples 1 et 2). Solide rouge. 
C 42 H44N 2 0 21 .M = 912. 

35 5) 0-D-glucuronide de N-(4-hydroxy-3-nitro-benzyloxycarbony1) daunorubicine (64c). 

A partir de 64b et de BaO ou K 2 C0 3 (cf. preparation de 22 dans I'exemple 3). Solide rouge. C 41 H 42 N 2 0 21 . 
M = 898. 

40 EXEMPLE 13 : Synthase du N-[4~m6thoxy-5-nitro-2((P-D-glucopyranosyl) acide uronique)-benzyfoxy- 
carbonyl] daunorubicine (68c). 

Conformement au schema XII, la glycosidation catalys£e par Ag 2 0 du 2-hydroxy-4-m6thoxy-5-nitroben- 
zald6hyde avec le bromure de peracetyl-0-D-glucopyranoside uronate de methyle permet d'obtenir le compose 
45 65 qui est ensuite converti, selon le proc6d6 d6crit dans I'exemple 9, en derive 68c. 

1) (2,3,4-tri-0-ac6tyl-p-D-glucopyranoside de 2-formy1-5-m6thoxy-4-nitro-ph6ny1) uronate de methyle 
(65). 

50 II est obtenu avec un rendement de 53 % selon le precede utilise pour 51 (voir exemple 9). 

- Compose 65 : C^H^NOu. M = 513. F : 159°C. [a] D -83° (c 0,95, CHCI 3 ). IR (CHCI 3 ) : 3080, 3010, 1765, 
1695, 1620, 1580, 1540, 1450, 1375, 1300, 1220, 1080, 1045 cnr 1 . RMN 1 H (200 MHz, CDCI 3 ) : 8 ppm : 2,08 
(s, 6H), 2,10 (s, 3H), 3,74 (s, 3H), 4,04 (s, 3H), 4,39 (d, 1H, J = 9 Hz), 5,39 (m, 4H), 6,92 (s, 1H), 8,43 (s, 1H), 
10,16 (s, 1H). 
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2) (2,3,4-tri-O-acetyl-P-D-glucopyranoside de 2-hydroxymethyl-5-methoxy-4-nitro-ph6nyl) uronate de 
m6thy1e (66). 

Preparation a partirde 65 en utillsant NaBH 4 -THF-MeOH (Rdt. 30 %). 
5 - Compos6 66 : C^H^NOh. M = 514. F : 176°C. [a] D -61° (c 1,05, CHd 3 ). IR (CHa 3 ) : 3560, 3040, 2960, 

1760, 1625, 1590, 1530, 1445, 1375, 1350, 1290, 1220, 1075, 1040 cm- 1 . RMN 1 H (200 MHz, CDCI 3 ) : 5 ppm : 
2,07 (s, 3H), 2,09 (s, 3H), 2,13 (s, 3H), 3,72 (s, 3H), 3,96 (s, 3H), 4,27 (1H), 4,50 et 4,63 (qAB, 2H, J = 12,9 
Hz), 5,23 (m, 4H), 6,99 (s, 1H), 7,99 (s, 1H). 

10 3) Carbonate de 4-nitro-ph6nyle et de 4-methoxy-5-nrtro-2-((2,3,4-tri-0-ac6tyl-p-D-glucopyranosyl) 
uronate de methyle)-benzyle (67). 

Preparation a partirde 66 et de chloroformiate de 4-nitro-phenyle (RdL 74 %). 

- Compose 67 : C^N^. M = 680. F : 90°C. [a] D -47° (c 1,05, CHa 3 ). IR (CHQ 3 ) : 3020, 2960, 1745, 
15 1615, 1575, 1435, 1340, 1280, 1205, 1068, 1030, 895, 852 crrH. RMN 1 H (200 MHz, CDCI 3 ) : 8 ppm : 2,06 (s, 

3H), 2,07 (s, 3H), 2,09 (s, 3H), 3,75 (s, 3H), 3,98 (s, 3H), 4,35 (1H), 5,14 et 5,24 (qAB, 2H, J = 12 Hz), 5,39 
(m, 4H), 6,92 (s, 1H), 7,43 (d, 2H, J = 9,1 Hz), 8,09 (s, 1H), 8,30 (d, 2H, J = 9,1 Hz). 

4) N-[4-m6thoxy-5-nitro-2-((2,3 f 4-tri-0-ac6tyl-(i-D-glucopyranosyl) uronate de methyl e)-benzyloxycar- 
20 bonyl] daunorubicine (68a). 

Preparation a partir de 67 et de daunorubicine (Rdt. 83 %). 

- Compose 68a : C49H52N 2 025. M = 1068. F : 153°C (dec). [a] D +105° (c 0,24, CHCI 3 ). RMN 1 H (200 MHz, 
CDCI 3 ) : 8 ppm : 1,31 (d, 3H, J = 7 Hz), 2,07 et 2,12 (2s, 9H), 2,42 (s, 3H), 2,91 et 3,24 (qAB, 2H, J = 18,7 Hz), 

25 3,62 (s, 3H), 3,94 (s, 3H), 4,08 (s, 3H), 4,93 (qAB, 2H), 6,88 (s, 1H), 7,39 (d, 1H, J = 8 Hz), 7,77 (t, 1H, J = 8 
Hz), 7,94 (s, 1H), 8,03 (d, 1H, J = 8 Hz), 9,59 (s, 1H), 10, 29 (s, 1H). 

5) N-[4-m6thoxy-5-nitro-2-((P-D-glucopyranosyl) uronate de methyle)-benzyloxycarbonyl] daunorubi- 
cine (68b). 

30 

Preparation a partir de 68a (Rdt 91 %) en utilisant MeONa-MeOH (-20°C, 12 heures). 

- Compose 68b : C 43 H4 e N 2 0 22 . M = 942. F : 176-177°C. [<x] D +1° (c, 0,19, CHCI 3 ). IR (CHCI 3 ) : 3000, 1750, 
1720, 1710, 1620, 1580, 1520, 1440, 1410, 1365, 1345, 1280. RMN 1 H (200 MHz, CD 3 OD) : 8 ppm : 2,43 (s, 
3H), 3,10 (qAB, 2H), 3,79 (s, 3H), 3,95 (s, 3H), 4,08 (s, 3H), 6,28 (d, 1H), 6,87 (s, 1H), 7,46 (d, 1H, J = 8 Hz), 

35 7,83 (d, 1 H, J = 8 Hz), 8,02 (m, 2H). SM (FAB + ) m/z : 1092. 

6) N-[4-m6thoxy-5-nitro.2-((p-D-glucopyranosyl) acide uronique)-benzyloxycarbonyl] daunorubicine 
(68c). 

40 Preparation a partir de 68b en utilisant Na 2 CO r MeOH-H 2 0. 

- Compose 68c : solide rouge. C4 2 H 44 N 2 0 22 M = 928. 

EXEMPLE 14 : Synthese du N-[2-((P-D-glucopyranosyl) acide uronlque)-5-chloro-benzyloxycarbonyJ] 
daunorubicine (82c). 

45 

1) (2,3,4-tri-O-acetyl-p-D-glucopyranoside de 2-formyl-4-chloroph6nyfe) uronate de m6thyle (79). 

- Ce compose est obtenu avec un rendement de 41 % selon le proc6d6 utilise pour 51 (voir exemple 9). 

- Compose 79 : C^CIO^ ; M = 472,5 ; F = 156-1 57°C ; [a] D *> -39° (c 1 , CHCI 3 ) ; IR (CH 2 Ci 2 : 2940, 2870, 
50 1755, 1680, 1585, 1465 cm-i ; RMN (200 MHz, CDCI 3 ) : 8 2,09 (s, 9H), 3,74 (s, 3H), 4,25 (d, 1H, J = 8,5 Hz), 

5,30 (m, 4H), 7,10 (d, 1H, J = 8,5 Hz), 7,53 (dd, 1H, J = 8,5 et2,5 Hz), 7,80 (d, 1H, J = 2,5 Hz), 10,27 (s, 1H) 
ppm. 

2) (2,3,4-tri-0-ac6tyf-p-D-glucopyranoside de 2-hydroxymethyl-4-chloroph6nyle) uronate de methyle 

55 (80). 

- Preparation a partir de 79, en utilisant NaBH 4 -THF-MeOH (70 %). 

- Compose 80 : C^H^CIOn ; M = 474,5 ; F = 120°C ; {ah 20 -20° (c 0,9, CHCI 3 ) ; IR (CHaCy : 3050, 2980, 
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1750, 1470, 1415, 1250, 1220 cnrr' ; RMN (200 MHz, CDCI 3 ) : 8 2,06 (s, 3H), 2,07 (s, 3H), 2,11 (s, 3H), 3,71 
(s, 3H), 4,14 (d, 1H, J = 9 Hz), 4,3 et 4,72 (ABq, 2H, J = 13 Hz), 5,11 (d, 1H, J = 6,5 Hz), 5,34 (m, 3H), 6,94 
(d, 1 H, J = 8,7 Hz), 7,23 (dd, 1 H, J = 8,7 et 2,5 Hz), 7,36 (d, 1 H, J = 2,5 Hz) ppm. 

5 3) Carbonate de 4-chloroph6nyle et de 2-((2,3,4-tri-0-ac6tyl-p-D-glucopyranosyl) uronate de m6thy1e)- 
5-nitrobenzyle (81). 

- Preparation a partir de 80 et de chloroformiate de 4-nitroph6nyle (50 %). 

- Compos6 81 : C^H^CINOu ; M = 623,5 ; F = 136°C ; RMN (200 MHz, CDCI 3 ) : 8 2,08 (s, 9H), 3,74 (s, 
10 3H), 4,22 (d large, 1 H, J = 8,7 Hz), 5,30 (m, 6H), 7,03 (d, 1 H, J = 8,2 Hz), 7,30 (m, 4H), 8,30 (d, 2H, J = 8,3 

Hz) ppm. 

4) N-p-((2,3 f 4-trl-0-ac6tyl-p-D-glucopyranosyl) uronate de m6thyle)-5-chloro-benzyloxycart>onyl] 
daunorubiclne (82a). 

15 

- Preparation & partir de 81 et de daunorubicine (73 %). 

- Compose 82a : C48H50CINO22 ; M = 1027,5 ; F = 155°C (dec.) ; [a] D 20 125° (c 0,24, CHCI 3 ) ; IR (CH 2 a£ : 
1755, 1715, 1610, 1575 cnr 1 ; RMN (200 MHz, CDCI 3 ) : 6 1,31 (d, 3H, J = 7 Hz), 2,05 (s, 6H), 2,08 (s, 3H), 
2,42 (s, 3H), 2,94 et 3,25 (ABq, 2H, J = 19 Hz), 3,62 (s, 3H), 4,06 (s, 3H), 4,20 (m, 2H), 4,53 (s large, 1H), 4,96 

20 (s large, 2H), 5,15-5,52 (m, 6H), 7,00 (d, 1H, J = 8 Hz), 7,20 (m, 2H), 7,40 (d, 1H, J = 8 Hz), 7,79 (t, 1H, J = 8 
Hz), 8,05 (d, 1H, J = 8 Hz) ppm. 

5) N-[2-((p-D-glucopyranosy1) uronate de m6thyle)-5-chloro-benzy!oxycarbonyl] daunorubicine (82b). 

25 - Preparation & partir de 82a avec MeONa-MeOH (voir preparation de 7 et 14, exemples 1 et 2), avec un 
rendement de 47 %. 

- Compose 82b : solide rouge ; C^H^CINOig ; M = 901,5 ; F = 167-170°C ; [alp^O 0 (c 0,03, MeOH) ; RMN 
(200 MHz, CDCI3) 5 2,42 (s, 3H), 2,96 et 3,23 (ABq, 2H, J = 18 Hz), 3,79 (s, 3H), 4,07 (s, 3H), 5,89 (d, NH), 
6,99 (d large, 1H, J = 8 Hz), 7,20 (d large, 1H, J = 8 Hz), 7,33 (s, 1H), 7,41 (d, 1H, J = 8 Hz), 7,80 (t, 1H, J = 

30 8 Hz), 8,03 (d, 1 H, J = 8 Hz) ppm. 

6) N-[2-((P-D-glucopyranosyl) acide uronique)-5-chloro-benzyloxycarbonyl] daunorubicine (82c). 

- Preparation £ partir de 82b et de Na 2 C0 3 (voir preparation de 22, exemple 3). 
35 - Compose 82c : solide rouge ; C^H^CINO^ ; M = 887,5. 

EXEMPLE 15 : Synthase du 0-D-glucuronlde de N-[4-hydroxy-3-nitro-benzytoxycarbonyl) doxorublci- 
ne (70c). 

40 1) Carbonate de 4-nitro-ph6nyle et de 4-(2,3,4-tri-0-ac6tyl-p-glucopyranosyl) uronate de m6thy1e-5-ni- 
trobenzyle (69). 

- Preparation d partir de 62 et de chloroformiate de paranitrophenyle (Rdt : 47 %). 

- Compose 69 : C^H^O^ ; M = 650 ; F = 126*C ; [a] D *> = +12° (c 0,1, CHCI 3 ), IR (KBr) vmax 1730 (CO, 
45 ester), 1210 ; RMN ^H (90 MHz, CDCI 3 ) : 8 ppm 7,81 (d, 1H, J = 5 Hz), 7,54 (dd, 1H, J = 8,4 Hz), 7,30 (d, 1H, 

J = 8,4 Hz), 5,36-5,29 (m, 3H), 5,18 (d, 1H, J = 6,7 Hz), 4,72 (s, 2H), 4,20 (d, 1H, J = 8,4 Hz), 3,74 (s, 3H), 
2,12 (s, 3H), 2,06 (s, 3H), 2,05 (s, 3H). SM (DCI/NH3) m/z : 668 (M+18) + , 608, 503, 443. 

2) N-[3-nitro-4-(2,3,4-tri-0-acetyl-p-D-glucopyranosy1) uronate de methylene nzyloxycarbonyl] doxo- 
50 rubicine (70a). 

- Preparation a partir de 69 et de la doxorubicine (Rdt :86 %). 

- Compose 70a : C48H50O25N2, M = 1054 ; F = 1 14°C ; [a] D *> = +121° (c 0,05, CHCI 3 ). IR (KBr)^ 1760, 
1730, 1220. RMN <H (250 MHz, CDCI 3 ) : 8 ppm 13,90 (s, 1 H, OH ph6nol), 13,15 (s, 1 H, OH ph6nol), 8,00-7,20 

55 (m, 6H arom.), 5,47 (s, 1H), 5,29-5,16 (m, 5H), 4,97 (s, 2H), 4,73 (s, 2H), 4,2(M,15 (m, 2H), 4,21 (s, 3H), 3,80 
(I s, 1H), 3,72 (s, 3H), 3,68 (s, 1H), 3,19 (d, 1H, J = 19 Hz) et 2,91 (d, 1H, J = 19 Hz), 2,30 (d, 1H, J = 13,6 Hz), 
2,15 (s, 3H), 2,10 (d, 1H, J = 13,6 Hz), 2.07 (s, 6H), 1,83 (brs, 2H), 1,27 (d, 1H, J = 5,4 Hz). 
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3) N-[3-nitro-4-(P-D-glucopyranosyl) uronate de m6thyle)benzyloxycarbonyl] doxorubicine (70b). 

- Preparation a partir de 70a (1 ,48 g) dissous dans du DMF anhydre (20 mL) auquel on ajoute 200 mL de 
MeOH anhydre puis, apr6s refroidissement a 0°C, 18 mL de MeONa 1 M. On laisse agiter durant 1 h a 0°C et 

5 neutralise par une solution methanolique d'AcOH (10 %) en laissant a 0°C. Apres Evaporation a sec et chro- 
matographie flash (solvant CH 2 Cl2/MeOH 90:10), on isole 500 mg de 70b pur. 

- Compose 70b : C42H44O22N2 ; M = 928 ; F = 150°C ; [a] D 20 = +85° (c 0,05, THF) ; RMN 1 H (250 MHz, 
CDCU) : S PPm 13, 92 (s, 1H), 13, 22 (s, 1H), 7,92-7,18 (m, 6H), 5,23 (s, 1H), 5,07 (m, 2H), 4,95 (s, 2H), 3,88 
(s, 1H), 4,57 (s, 2H), 4,07 (m, 2H), 3,96 (s, 3H), 3,64 (s, 3H), 3,01 (d, 1H) et 2,85 (d, 1H, J = 18 Hz) (AB syst), 

10 2,22 (d, 1H, J = 13,6 Hz), 2,03 (dd, 1H, J = 13,6, J' = 5 Hz), 1,92-1,37 (m, 4H), 1,15 (d, 1H, J = 6,8 Hz). SM 
(FAB) m/e : 951 (M+ 23). 

4) p-D-glucuronide de N-[4-hydroxy-3-nitro-benzyloxycarbonyl) doxorubicine (70c). 

15 - Preparation : le compose 70b (780 mg) est dissous dans le THF (75 mL), puis Ton ajoute de I'eau (* 30 
mL) et de la soude 2N (goutte a goutte) (750 uL), apr£s refroidissement a 0°C. Apr£s agitation a 0°C durant 1 
h 30, on neutralise par addition de resine IR 50H + . Le filtrat est alors evapore jusqu'a un volume d'environ 35 
mL, puis lyophilise. On obtient 750 mg de 70c pur. 

- Compose 70c : C^H^Qb^ ; M = 914 ; F = 210°C ; [ak 20 = -78° (c 0,05, H 2 0). RMN 1 H (250 MHz, 
20 DMSO) : 5 ppm 14, 00 (I s, 2H), 8, 00-6, 90 (m, 6H), 5, 48 (s, 1H), 5,23 (s, 1H), 5,07 (d, J = 6,4 Hz), 4,98 (m, 

2H), 4,59 (s, 2H), 3,99 (s, 3H), 3,30-3,10 (m, 2H), 2,96 (d, 1H, J = 14 Hz), 2,91 (d, 1H, J = 14 Hz), 2,20 (d, 1H, 
J = 11,5 Hz), 2,13 (d, 1H, J = 11,5 Hz), 1,87 (d, 1H, J = 13 Hz,), 1,48 (d, 1H, J = 13 Hz), 1,13 (d, 3H, J = 6,4 
Hz). 

25 EXEMPLE 16 : Synthase de a-D-galactopyranoside de N-4-hydroxy-3-nttro-(benzyloxycarbony1) dau- 
norubicine (75b). 

1) 2,3,4,6-t6tra-0-ac6tyl-a-D-galactopyranoside de 4-m6thylph6nyle (71). 

30 Un melange de penta-O-acetyl-D-galactopyranose (36 g, 92 mmoles), de p-cr6sol (30 g, 280 mmoles) et 
de chlorure de zinc anhydre (1 ,8 g) est porte a 1 60°C pendant 30 minutes, selon la technique d'Helferich. Apr£s 
refroidissement, le melange, directement chromatographie sur gel de sillce 60H (hexane-acetate d'ethyle : 
90/1 0-v/v) fournit le 2,3,4,6-tetra-0-ac6tyi-a-D-galactopyranoside de 4-m6thylph6nyle (15 g, 40 %), qui cris- 
tallise dans rethanol. Ses caracteristiques analytiques sont identiques a cedes decrites precedemment. 

35 

2) 2 9 3 l 4 v 6-tetra-0-acety1-a-D-galactopyranoside de 4-bromom6thyIph6nyIe (72). 

- Preparation : une solution de 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-galactopyranoside de 4-methylphenyle (71) (1 ,4 
g, 3,2 mmoles) et de 1 ,3-dibromo 5,5-dimethylhydantoTne (0,46 g, 1 ,6 mmole) dans 1 00 ml de tetrachiorure de 

40 carbone, est portee a reflux et irradiee (1 000 W) pendant 15 minutes. Aprds refroidissement, filtration et eva- 
poration a sec, le 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-galactopyranoside de 4-bromomethyl phenyl e (72) est isole par 
cristallisation dans le methanol (3,5 g, 76 %). 

- Compose 72 : C^H^oBr, M = 517 ; F = 105°C (MeOH) ; [afe 20 = +168° (c 1, CHCI 3 ) ; IR (KBr) cnr* : 
1747 (vC = 0 ester), 1222 (vCH 2 Br) ; RMN ^H (270 MHz, CDCi 3 ) 8 ppm : 1,97 (s, 3H), 2,08 (s, 3H), 2,10 (s, 

45 3H), 2,21 (s, 3H), 4,05 (dd, J = 1 1 et 7 Hz, 1 H), 4,13 (dd, J = 1 1 et 6 Hz, 1 H), 4,18 (t, J = 7 Hz, 1 H), 4,52 (s, 
2H), 5,28 (dd, J = 1 1 et 4 Hz, 1 H), 5,52 (d, J = 3 Hz, 1 H), 5,58 (dd, J = 1 1 et 3 Hz, 1 H), 5,79 (d, J = 4 Hz, 1 H), 
7,04 (d, J = 9 Hz, 2H), 7,35 (d, J = 9 Hz, 2H). SM (DIC/NH 3 ) m/z : 534/536 (M+NH 4 ) + . 

3) 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-gaIactopyranoside de (4-bromomethyl 2-nitro)-ph6nyle (73). 

50 

- Preparation : a une solution de 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-galactopyranoside de 4-bromomethylphenyle 
(72) (1 ,5 g, 2,9 mmoles) dans 10 ml d'anhydride acetique, sont ajoutes goutte a goutte, en 2 heures, a 20°C, 
5 ml d'acide nitrique fumant. Apr6s une heure d'agitation, le milieu est neutralise par une solution d'hydrog6- 
nocarbonate de sodium. Apr6s extraction usuelle, une chromatographie sur gel de silice 60H permet d'isoler 

55 le 2,3,4 ,6-t6tra-0-acetyl-a-D-galactopyranoside de (4-bromom6thyl-2-nitro)-phenyte (73) (1,12 g, 69 %). 

- Compose 73 : C 21 H 24 N0 12 Br ; M = 562 ; F = 168°C (MeOH) ; [afo 20 = +165° (c 1 ,01 , CHCI 3 ), IR (KBr) cm" 1 : 
1747 (vCO ester), 1534 (vasNO), 1222 (v CH 2 Br) ; RMN 'H (270 MHz, CDCI 3 ) 5 ppm : 1,84 (s, 3H), 1,88 (s, 
3H), 2,08 (s, 3H), 2,1 5 (s, 3H), 4,1 1 (d, J = 7 Hz, 2H), 4,39 (t, J = 7 Hz, 1 H), 4,47 (s, 2H), 5,24 (dd, J = 1 1 et 4 
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Hz, 1H), 5,48 (dd, J = 11 et 3 Hz, 1H), 5,57 (d, J = 3 Hz, 1H), 5,89 (d, J = 4 Hz, 1H), 7,32 (d, J = 9 Hz, 1H), 
7,56 (dd, J = 9 et 2 Hz, 1H), 7,84 (d, J = 2 Hz, 1H). SM (DIC/NH 3 ) m/z : 579/581 (M+NH 4 ) + . 

4) 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-galactopyranoside de (4- hydroxy methyl 2-nitro)-phenyle (74). 

5 

- Preparation : une solution de 2,3,4,6- tetra-O-acetyl-a-D-galactopyranoside de (4-bromomethyl 2-nitro)- 
phenyie (73) (0,3 g, 0,5 mmole) dans 15 ml d'acetone, additionnee de 15 ml d'une solution aqueuse de nitrate 
d'argent 0,1 N est agitee a 20°C, durant une nuiL Apres filtration puis evaporation de I'acetone, ie 2,3,4,6-tetra- 
O-acetyl-a-D-galactopyranoside de (4-hydroxym6thyl 2-nitro)-ph6nyle (74) precipite dans I'eau. Ce dernier est 

10 recueilli puis seche (0,25 g, 93 %). 

- Compose 74 : C 21 H 2 5N0 13 ; M = 499 ; F = 170°C (MeOH) ; [a^ 20 = +174° (c 1,02, CHCI 3 ) ; IR (KBr) crrr 1 : 
3500 (vOH), 1746 (vC = O ester), 1234 (vC-OH) ; RMN 1 H (270 MHz, CDCI 3 ) 6 ppm : 2,00 (s, 3H), 2,02 (s, 
3H), 2,11 (s, 3H), 2,18 (s, 3H), 4,13 (d, J = 6 Hz, 2H), 4,43 (t, J = 6 Hz, 1H), 4,73 (d, J = 5 Hz, 2H), 5,27 (dd, 

J = 11 et 4 Hz, 1H), 5,50 (dd, J = 11 et 3 Hz, 1H), 5,59 (d, J = 3 Hz, 1H), 5,88 (d, J = 4 Hz, 1H), 7,32 (d, J = 9 
15 Hz, 1H), 7,53 (dd, J = 9 et 2 Hz, 1H), 7,84 (d, J = 2 Hz, 1H). SM (DIC/NH 3 ) m/z : 517 (M+NH 4 ) + . 

5) 2,3,4,6-t6tra-0-ac6tyl-a-D-galactopyranoside de N-4-hydroxy-3-nitro-(benzyloxycarbonyl)-daunoru- 
bicine (75a). 

20 - Preparation : une solution de 74 (0,05 g-0,1 mmole) et de triethylamine (28 ul, 0,2 mmole) dans 5 ml de 
dichloromethane anhydre est ajoutee, a 20°C, sous argon, goutte a goutte, a une solution de disuccinimido- 
carbonate (0,05 g-0,2 mmole) dans 2 ml d'acetonitrile. Le melange est agite durant 90 minutes. Apres filtration 
et evaporation a sec, le succinimido-carbonate est obtenu quantitativement sous forme d'un precipite. 

Au succinimidocarbonate bait precedemment prepare, est ajoutee a 20°C, sous argon, une solution de 

25 daunorubicine (0,03 g-0,06 mmole) et de triethylamine (50 |xl v 0,35 mmole) dans 3 ml de dimethylformamide. 
Apres 15 minutes de reaction et evaporation du solvant, le 2,3,4,6-tetra-Oacetyl-a-D-ga!actopyranoside de 
N-4-hydroxy-3-nitro-(benzyloxycarbonyl)-daunorubicine est purifie par chromatographie sur gel de silice 60H 
(cyclohexane-ac&one : 50/50-v/v) puis lavage parde I'eau (45,2 mg, 43 % global). 

- Compose 75a : C^Hg^O^ ; M = 1052 ; amorphe ; [aJ D 20 = +217° (c 0,10, CHCI 3 ) ; RMN 1 H (270 MHz, 
30 CDCI3) 6 ppm : 1 ,28 (d, J = 7 Hz, 3H), 1,97 (s, 3H), 2,02 (s, 3H), 2,09 (s, 3H), 2,16 (s, 3H), 2,41 (s, 3H), 2, 69 

(s, 1H ech/D 2 0), 2, 88 (d, J = 12 Hz, 1H), 2, 93 (d, J = 19 Hz, 1H), 3,24 (d, J = 12 Hz, 1H), 3,24 (d, J = 19 Hz, 
1H), 3,69 (s large, 1H), 3,78 (m, 1H ech/D 2 0), 4,09 (s, 3H), 4,13 (d, J = 6 Hz, 2H), 4,23 (d, J = 7 Hz, 1H), 4,39 
(t, J = 6 Hz, 1H), 4,72 (s, 1H ech/D 2 0), 5,01 (s, 2H), 5,24 (dd, J = 10 et4 Hz, 1H), 5,27 (m, 2H), 5,48 (dd, J = 
10 et 3 Hz, 1H), 5,50 (m, 1H), 5,58 (d, J = 3 Hz, 1H), 5,87 (d, J = 4 Hz, 1H), 7,29 (d, J = 8 Hz, 1H), 7,40 (d, J 
35 = 8 Hz, 1H), 7,48 (dd, J = 8 et 2 Hz, 1H), 7,76 (d, J = 2 Hz, 1H), 7,79 (t, J = 8 Hz, 1H), 8,02 (d, J = 8 Hz, 1H). 
SM (DIC/NH3) m/z : 813 (M-239) + , 672 (M-380)\ 

6) a-D-galactopyranoside de N-4-hydroxy-3-nitro-(benzyloxycarbonyi)-daunorubicine (75b). 

40 - Preparation : une solution de 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-galactopyranoside de N-4-hydroxy-3-nitro-(ben- 
zyloxycarbonyl)-daunonjbicine (17 mg, 0,016 mmole) dans 2 ml de methanolate de sodium 0,1 N est agitee 
et maintenue a 0°C pendant 30 minutes. Le milieu est neutralise par addition de resine Amberlite IRC 120 
H+, puis filtr6. Le filtrat, 6vapore a sec, foumit I'a-D-galactopyranoside de N-4-hydroxy-3-nitro-(benzyloxycar- 
bonyl)-daunorubicine (14 mg-98 %). 

45 - Compose 75b : C^H^NA^ ; M = 884 ; amorphe ; [a^ 20 = +246° (c 0,10, EtOH) ; RMN 1 H (270 MHz, 

CDCI3) 8 ppm : 1,22 (d, J = 7 Hz, 3H), 1,95 (m, 2H), 2,28 (m, 1H), 2,38 (m, 1H), 2,41 (s, 3H), 2,81 (d, J = 19 
Hz, 1H), 3,01 (d, J = 19 Hz, 1H), 4,04 (s, 3H), 5,38 (m, 1H), 5,82 (m, 1H), 7,50-7,70 (m, 4H), 7,90 (m, 2H). SM 
(FAB, matrice : thioglycerol) m/z : 885 (M+H) + . 

so EXEMPLE 17 : Synthase du p-D-glucuronide de N-[4-hydroxy-3-ch!oro-(benzy1oxycarbonyl)]-doxoru- 
bicine (78b). 

1) 2,3^-tri-O-acetyl-p-D-methylglucuronide de 4-hydroxy-3-chlorobenzaldehyde (76). 

55 - Preparation : a une solution de 4-hydroxy-3-chlorobenzaldehyde (2 g ; 12,8 mmoles) et de bromure de 
2,3,4-tri-O-acetyl-a-D-methylglucuronyle (3,4 g ; 8,5 mmoles) dans Pacetonitrile anhydre (150 ml), on ajoute 
de I'oxyde d'argent (10 g). Le milieu reactionnel est agite 4 heures a 20°C puis filtre sur celite et evapore a 
sec. Apres chromatographie sur gel de silice 60H (cyclohexane-acetone ; 80/20 v/v) du residu, on obtient le 
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2 t 3,4-tri-0-ac6tyl-p-D-m6thylglucuronide de 4-hydroxy-3-chlorobenzald6hyde (76) (1,6 g ; 40 %). 

- Compose 76 : C^ClOu ; M = 472,5 ; F = 125°C ; [ah 20 = -57° (c 0,5, CHCI 3 ) ; IR (KBr) v cnr 1 : 3030, 
2975, 2875, 1760, 1680, 1595, 1375, 1235, 1040 ; RMN 1 H (270 MHz, CDCI 3 ) 8 ppm : 2,09 (3H, s), 2,11 (3H, 
s), 2,20 (3H, s), 3,73 (3H, s), 4,28 (1H, d, J = 9 Hz), 5,25 (1H, d, J = 7 Hz), 5,32-5,42 (3H, m), 7,30 (1H, d, J = 

5 8 Hz), 7,77 (1 H, dd, J = 8 et 2 Hz), 7,93 (1 H, d, J = 2 Hz), 9,90 (1 H, s). SM (DIC/NH 3 ) m/z : 490/492 (M+NH 4 ) + 
352, 317. 

2) 2,3,4-tri-0-ac6tyl-p-D-methy1g1ucuronide de (4-hydroxym6thyl-2-chloro)-ph6nyle (77). 

10 - Preparation : une solution de 2,3,4-tri-O-acetyl-0-D-m6thylglucuronide de 4-hydroxy-3-chlorobenza!d6- 
hyde (76) (1,56 g ; 3,3 mmoles) dans un melange de chloroforme (35 ml) et d'isopropanol (7,5 ml) est addi- 
tionnee d 0°C de sillce (3 g) puis de borohydrure de sodium (0,3 g, 7,8 mmoles). Aprfcs 2 heures d'agitation & 
temperature ambiante, le milieu estfiltre, dilu6 par CH 2 CI 2 (30 ml), lave a I'eau (3x30 ml), s6ch6 sur Na 2 S0 4 
et 6vapor6 pour fournir le 2,3,4-tri-O-acetyl-p-D-methylglucuronide de (4-hydroxymethyl-2-chloro)-ph6nyle 

15 (1,00g;64%). 

- Compose 77 : C^H^CIOn ; M = 474,5 ; F = 138-140°C ; [afo 20 = -95° (c 0,1, CHCI 3 ) ; IR (KBr) v cnr 1 : 
3510, 2955, 1765, 1740, 1500, 1375, 1235, 1100, 1050, 900, 820, 775 ; RMN 1 H (270 MHz, CDCI 3 ) 8 ppm : 
2,06 (3H, s), 2,09 (3H, s), 2,12 (3H, s), 3,74 (3H, s), 4,15 (1H, d, J = 8 Hz), 4,63 (2H, s), 5,04 (1H, d, J = 7 Hz), 
5,35 (3H, m), 7,20 (2H, m), 7,38 (1H, d, J = 1,5 Hz). SM (DIC/NH3) m/z : 492/494 (M+NH 4 ) + , 317. 

20 

3) 2,3,4-tri-0-ac6tyl-p-D-m6thylglucuronlde de N-(4-hydroxy-3-chloro-benzyloxycarbonyl)-doxorubici- 
ne (78a). 

- Preparation : une solution de 2,3,4-tri-0-ac6tyl-p-D-methylglucuronide de (4-hydroxym6thyl-2-chloro) 
25 ph6nyle (77) (1 ,00 g ; 2 mmoles) et de triethylamine (300 \i\ ; 2,1 mmoles) dans 80 ml de dichloromethane an- 

hydre est ajoutee goutte & goutte, & 20°C et sous argon, & une solution de dtsuccinimidocarbonate (1,08 g ; 
4,2 mmoles) dans 50 ml d'acetonitrile. Le melange est agite pendant 90 minutes puis filtre et 6vapor6 & sec 
pour fournir quantitativement le succinimldo-carbonate (1,3 g), utilise sans purification pour la condensation 
avec la doxorubicine. 

30 Au succinimidocarbonate brut pr6cedemment prepare, on ajoute & 20°C, sous argon, une solution de doxo- 
rubicine (0,882 g ; 1,6 mmoles) et de triethylamine (230 uJ ; 1,6 mmoles) dans 40 ml de dim6thylfbrmamide. 
Apres 2 heures de reaction, le solvant est evapore sous pression reduite. Le r6sidu obtenu fournit, apres chro- 
matographie sur colonne de gel de silice 60H (dichloromethane-methanoi, 95/5 v/v), le 2,3,4-tri-O-acetyl-p-D- 
methylglucuronide de N-(4-hydroxy-3-chloro-benzyloxycarbonyl>-doxonjbicine (78a) (0,691 g ; 41 %). 

35 - Compose 78a : C^HsqCINO^ ; M = 1 043,5 ; amorphe ; [ufo 20 = +260° (c 0,01 , CH 3 OH) ; IR (KBR) v cm- 1 : 

3430, 2960, 2950, 1725, 1580, 1460, 1380, 1290, 1235, 1125, 1070, 1040, 755. RMN 1 H (270 MHz, CDCI 3 ) 8 
ppm : 1 ,30 (3H, d, J = 6,5 Hz), 1,85 (2H. m), 2,02 (3H, s), 2,05 (3H, s), 2,09 (3H, s), 2,17 (1H, dd. J = 15 et 3,5 
Hz), 2,35 (1H, dd, J = 15 et 1 Hz), 2,97 (1H, d, J = 19 Hz), 3,27 (1H, d, J = 19 Hz), 3,67 (1H, m), 3,77 (3H, s), 
3,86 (1H, m), 4,08 (3H, s), 4,15 (2H, m), 4,75 (2H, s), 4,97 (2H, s), 5,02 (1H, d, J = 7 Hz), 5,18 (3H, m), 5,50 

40 (1 H, dd, J = 3,5 et 1 Hz), 7,18 (2H, m), 7,30 (1H, d, J = 1 Hz), 7,38 (1 H, d, J = 8 Hz), 7,79 (1H, t, J = 8Hz), 8,03 
(1H, d, J = 8 Hz), 13,15 (1H, s, ech. D 2 0), 13,85 (1H, s, 6ch. D 2 0). 

4) p-D-glucuronlde de N-(4-hydroxy-3-chloro-benzyloxycart)onyl)-doxorubicine (78b). 

45 - Preparation : une solution de 2,3,4-tri-O-acetyl-p-D-methylglucuronide de N-(4-hydroxy-S-chloro-benzy- 
loxycarbonyl) doxorubicine (78a) (0,280 g ; 0,27 mmoles) dans 60 ml de methanolate de sodium 0,05 N est 
agitee d 0°C pendant 45 min. Apr6s neutralisation par addition de resine Amberiite IRC 120H + , le milieu est 
filtre puis 6vapor6 a sec. Le p-D-m6thylglucuronide de N-(4-hydroxy-S-chloro-benzyloxycarbony1)-doxorubici- 
ne ainsi obtenu (240 mg) est utilise sans purification pour la d6protection du groupement carboxyle. 

so Le p-D-methylglucuronide de N-(4-hydroxy-3-chlorobenzyloxycarbonyl)-doxonjbicine brut pr6cedemment 
prepare est mis en solution dans 48 ml de tampon phosphate (pH = 8), additionne de 1,2 ml de solution d'es- 
terase de foie de pore (Sigma, r6f. E-3128) et de 24 ml d'acetone puis maintenu 4 heures £ 37°C. Apres eva- 
poration d sec et chromatographie du r6sidu sur colonne de gel de silice 60H (ac6tonitrile-eau ; 95/5 v/v), on 
obtient le p-D-glucuronide de N-(4-hydroxy-3-chloro-benzytoxycarbonyl)-doxorubicine (78b) (0,049 g ; 20 %). 

55 - Compose 78b : C 41 H 42 CLNO 20 ; M = 903,5 ; amorphe ; [a]^ = +140° (c 0,01 , CH 3 OH) ; IR (KBr) v cnr 1 : 

3400, 2950, 1580, 1510, 1470, 1415, 1240, 1215, 1100, 830, 760 ; RMN 1 H (300 MHz, DMSO-d 6 ) 8 ppm : 1,11 
(3H, d, J = 6,5Hz), 1,90 (2H, m), 2,15 (2H, m), 3,98 (3H, s), 4,54 (2H, s), 4,87 (2H, s), 4,94 (1H, d, J = 7 Hz), 
5,20 (1H, dd, J = 3,5 et 1 Hz), 7,18 (2H, m), 7,36 (1H, d, J = 1 Hz), 7,70 (2H, m), 7,94 (1H, d, J = 8 Hz). SM 
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(FAB, matrice : alcool nitrobenzylique) m/z : 904/906 (M+H) + . 

COMPTE RENDU PHARMACOLOGIQUE CQNCERNANT PES PRODROGUES SELON L'INVENTION . 
5 TEST PHARMACOLOGIQUE : 

Exemple A : 

. Les essais biologiques et biochimiques ont consists en : 
10 - une Evaluation de la cytotoxicity de la prodrogue gly cosy tee, 

- une 6tude de la clivabilite du glycoside par Penzyme correspondante, 

- une determination in vitro de la cinGtique de disparition du glycoside et de ia formation des deux produits 
(anthracycline + bras auto-immolable et anthracycline) r6sultant d'abord de la coupure du sucre sur le ph6- 
nol glycosyte, et ensuite de la coupure du bras autoimmolable (figures 1, 2, 3 et4). 

15 I. demi-vie : Les figures 1, 2, 3, 4 et 5 illustrent les rGsultats obtenus avec les d6riv6s 48b (figure 1), 60 
(figure 2), 54c (figures 3 et 4) et 70c (figure 5). Ces figures component en abscisse ie temps et en ordonn6es, 
I'aire relative et permettent d'6valuer les concentrations de prodrogue et d'anthracycline en fonction du temps. 
II faut noter que suivant le type de bras auto-immolable, la vitesse d'apparition de la daunorubicine est variable. 
. R6sultats obtenus avec le d6riv6 48b : 

20 Celui-ci est incub6 avec I'a-galactosidase (d'origine placentaire humaine) et 0,075 M de N-ac£tyl ga- 

lactosamine & 37°C et pH 5 (tampon phosphate 0,02 M). Les r6sultats sont d6termin6s par HPLC (daunorubi- 
cine : t, = 8,5 min ; 48b : t, = 11,5 min ; 48b d6glycosid6 : % = 16,7 min), le 48b est hydrolysG avec une demi- 
vie de 1 h. 

A pH 5, le compost DNM-bras auto-immolable (produit d6glycosid6) disparart avec une demi-vie de 45 h, 
25 celle-ci est inferieure d 16 h pour le mSme produit & pH 7,3 et la daunomycine apparait dans le milieu. 
Le produit est stable dans le plasma. 
La figure 1 illustre les r6sultats obtenus avec le d6riv6 48b. 

Cette figure 1 reprGsente les concentrations en fonction du temps de la daunorubicine (1), du d6riv6 48b 
(2) (prodrogue d'anthracycline conforme k I'invention) et de I'intermGdiaire daunorubicine + bras auto- 
30 immolable (d6riv6 d6glycosid6) (3). 

. R6sultats obtenus avec le d6riv6 60 (figure 2). Celui-ci est incub6 avec de I'a-galactosidase (grains de 
caf6 vert, 0,04 U/ml) & 37°C et pH 6,8 (tampon phosphate 0,02 M). 

Ces r6sultats sont d6termin6s par HPLC (daunorubicine : t, = 8,5 min ; 60 : t = 1 1 ,0 min) ; la concentration 
en d6riv6 60 est de 660 ug/ml. 
35 A pH 6,8, le d6riv6 60 d6glycosid6 n'est pas d6tect6, en raison de sa vitesse 6lev6e de disparition. 
. R6sultats obtenus avec le d6riv6 54c (figures 3 et 4). 

La figure 3 montre les r6sultats obtenus lorsque le d6riv6 54c est incube avec de la 0-glucuronidase hu- 
maine recombinante concentre & 37°C et pH 7,2. La concentration de 54c est de 530 ug/ml. Les r6sultats ont 
6t6 d6termin6s par HPLC (daunorubicine : t, = 8,8 min ; 54c : t, = 9,7 min ; 54c d6glycosid6 : t, = 16,0 min). 
40 La figure 4 montre les r6sultats obtenus en presence de ^glucuronidase dilute d 1/100 (autres conditions 
identiques d cedes de la figure 3). 

A pH 7,2, le d6riv6 54 d6glycosid6 a une dur6e de demi-vie de I'ordre de 5,3 h. 
. R6sultats obtenus avec le d6riv6 70c. La figure 5 montre les r6sultats obtenus lorsque la prodrogue 70c 
est incub6e avec de la ^glucuronidase humaine (0,45 U/ml) & 37°C et k pH 7,2. 
45 II. test de prolif6ration : 

A Protocole op6ratoire (reduction MTT) : 

Des cellules tumorales L1210, a une densit6 de 5.10 3 /ml dans un milieu RPMI sont incub6es dans des 
plaques de rnicrotitration contenant 96 puits pendant 72 heures (37°C, 5 % C0 2 , 95 % d'humidit6 relative) avec 
diff6rentes prodrogues conformes d I'invention. 
so Les temoins consistent en des cellules tumorales exposGes k un milieu de culture. Quatre puits sont pr6- 
par6s pour chaque concentration en anthracycline et pour le temoin. Aprfes 65 heures, 50 uJ de MTT (2,5 mg/ml 
dans du PBS) sont ajout6s. 

Le MTT sera r6duit en presence de cellules vivantes en un colorant formazan rouge insoluble. Aprds 7 & 
24 heures d'incubation suppl6mentaire (dependant des cellules utilises), le sumageant est enlevG. Le colorant 
55 formazan est solubilis6 par I'addition de 100 ul de DMSO dans chaque puits, suivie d'une agitation douce. 
L'extinction est mesur6e pour chaque puits, d 492 nm (photom6tre Multiscan 340 CC Fa. Flow). 
B. R6sultats : 

Les r6sultats sont exprim6s comme le rapport de Pextinction apr6s incubation avec les prodrogues sur 
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rextinction obtenue avec les temoins. Le coefficient de variation est inferieur k 15 %. Les prodrogues ont une 
cytotoxicity consid6rablement r6duite par rapport & ta doxoaibicine. 



Produits testes 


L1210 CI 50 (^g/ml) 


doxorubicine 


0,02 


derive 6 


> 1 


derive 7 


> 1 


derive 13 


> 1 


d6riv6 14 


> 1 


derive 22 


> 10 


d6riv6 27c 


> 1 


d6riv6 48b 


> 1 


d6riv6 48a 


> 10 



Les acetates 6, 13 et 48a sont hydrolysis in vivo respectivement en 7, 14 et 48b. 

III. Com para i son de I'aptitude au clivage de prodrogues glycosyl6es confonmes d Tinvention avec des dro- 
gues glycosytees et influence de la structure du bras sur la vitesse de coupure du glycosyle et la vitesse d'6li- 
mination du bras auto-immolable : 

On synthase des prodrogues conformes £ I'invention du type daunomycine-bras auto-immolable-p- 
glucuronides, doxorubicine- bras auto-immolable-p-glucuronides et doxorubicine-bras auto-immolable-a- 
galactosides conformiment au proc6d6 dicrit ci-dessus. 

On incube les substances d 37°C avec de la p-glucuronidase-recombinante (ou de Pa-galactosidase de 
grains de cafe) (1 U/ml), a un pH de 7,2 a 6,8, et on determine in vitro la cinitique de disparition du glycoside 
ainsi que la cinitique de formation de daunomycine et de doxorubicine a I'aide d'une HPLC d phase inverse. 
Le temps de coupure de 50 % du glycoside et le temps de transformation de 50 % du compost anthracycline- 
bras en anthracycline active sont indiqu6s dans le Tableau I ci-apr&s, qui se lit en reference k la formule sui- 
vante : 



O OH O 
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TABLEAU I 



5 


Substance 




B 9 


B-* 


4 


t 1 / O 

!rl/2 
clivacre 

du gly- 
coside 
(h) 


H/2 
(h) 




Be = H 














10 


(daunoiTYcine) 
















1 (68c) 


OCH 3 


P-Gluc 


H 


N0 2 


1,88 


0,75 




£» \ v- ) 


II 

n, 




TJ 

n 


NO 9 


0, 69 


5, 30 




3 (82c) 


H 


P-Gluc 


H 


cr 


4,06 


12,00 




4 (64c) 


P-Gluc 


H 


H 


NO-> 


0,42 


<0,08 


15 


5 (60) 


a-Gal 


H 


H 


cr 


0,02 


<0,08 


20 


Be = OH 
(aoxorubicine) 

6 (70c) 


H 


p-Gluc 


H 


N0 2 


0,92 


n.t. 



Le p-glucuronide exempt de bras, servant de substance de comparaison, est div6 de 50 a 100 fois moins 
vite que les composes daunomycine-bras-glucuronides ou que les composes doxorubicine-bras-glucuronides. 

25 Ceci indique que la presence d'un bras auto-immolable ad£quat pour le divage du compose glucuronide-pro- 
drogue est d'une importance decisive. De plus, les substrtuants presents sur le cycle aromatique de ce bras 
auto-immolable (hydroxybenzyl carbamates, par exemple) ont une influence sur la cinetique de coupure du de- 
rive glycosyie et sur la cinetique de decomposition du produit anthracydine + bras auto-immolable. On trouve 
un divage plus rapide du glycosyle et une Elimination automatique plus rapide du bras pour les prod rogues 

30 conform es a I'invention, dans lesquelles estun p-glucuronide et B 4 est un groupe N0 2 ou un atome de chlore. 
D'autres substituants permettent 6galement d'obtenir les cinetiques souhaitees. 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, Pinvention ne se limite nullement a ceux de ses modes de mise 
en oeuvre, de realisation et duplication qui viennent d'etre decrits de facon plus explicite ; elle en embrasse 
au contraire toutes les variantes qui peuvent venir a I'esprit du technicien en la matfere, sans s'6carter du cadre, 

35 ni de la portee, de la pr6sente invention. 



Revendications 

40 1°) Prodrogues d'anthracydines, caract6ris6es en ce qu'elles r6pondent a la formule I ci-apres : 
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dans laquelle, 

Ri, R2» R3. qui peuvent etre identiques ou differents, representent un atome d'hydrogene ou un groupe hydroxy- 
le; 

R4 represente un atome d'hydrogene, un groupe hydroxyle ou un groupe methoxy ; 

R represente un groupe CO-CH 2 -R", dans lequel R" est un atome d'hydrogene, un groupe alkyle en C r C 6 , un 

groupe hydroxyle, un groupe alkoxyle, un groupe O-acyle ou un groupe aryle ; 

Re et F^, qui peuventetre identiques ou differents, represented un atome d'hydrogene ou un groupe hydroxyle ; 
R 7 represente un atome d'hydrogene ou un groupe hydroxyle ; 
Re represente un groupe -CH2-OR9 ou un groupe COOR 9 avec 
Rq etant un alkyle en C r C 3 ou un atome d'hydrogene ; 

R 10 et Rn representent un atome d'hydrogene, un groupement acyle protecteur ou un groupe alkyle ; 

R 12 represente un groupe hydroxyle, un groupement amine, un groupement amide ou un groupement O-acyle 

protecteur ; 

le -CH 2 benzylique est de preference en position para ou ortho de I'oxygene glycosyie ; 
Y represente un atome d'hydrogene, ou au moins un groupement electro-attracteur notamment choisi dans le 
groupe qui comprend le groupement N0 2 , un atome d'halogene, un groupement S0 2 X, (avec X = -CH 3 , C 6 H 4 - 
CH 3 , NH 2f N^alkylect.^, NH-falkyled.c*), -CN, acyle ou COO-alkyle, et/ou au moins un groupement eiec- 
trodonneur choisi dans le groupe qui comprend les groupements de type O-alkyle, NHCO-alkyle, N(alkyl)CO- 
alkyle, S-alkyie, alkyle. 

2°) Prodrogues selon la revendication 1 , caract6ris6es en ce que lorsque Y represente un/des groupements 
electroattracteurs, ceux-ci sont de preference en position ortho et/ou para de I'oxygene glycosyfe et lorsque Y 
represente un/des groupements electrodonneurs, ceux-ci sont de preference en position m6ta. 

3°) Prodrogues selon la revendication 1 ou la revendication 2, caracterisees en les composes pr6f£res de 
formule I comprennent notamment les radicaux suivants : 
Ri» R2. R3 sont des atomes d'hydrogene, 
R4 est un groupe methoxy, 
Rs et Re sont des groupes hydroxyles, 
R est un groupe -CO-CH 3 ou un groupe -COCH 2 OH, 
R 7 est un atome d'hydrogene, ou un groupe hydroxyle, 
Re est un groupe -CH r OAc, -CH 2 OH, -COOMe, ou -COOH, 

R 10 et R 11t qui peuvent etre identiques ou differents representent un atome d'hydrogene ou un groupement Ac, 
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R 12 represente un groupe hydroxyle ou un groupe OAc, lesquels radicaux Re, R10. Rn et R 12 ontde preference 
les positions suivantes : 



R 0 
id 



10 



ii 



Y est un atome d'hydrogfcne, un groupe N0 2 ou un atome de chlore, en para ou en ortho de I'oxygfcne glycosyte 
15 ou un groupe OCH 3 en m6ta de I'oxygfene glycosyte. 

4°) Prodrogue selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, caract6ris6e en ce qu'elle pr6sente la for- 
mule 6 ci-aprds : 



20 



25 



30 




(6) 



35 5°) Prodrogue selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caract6ris6e en ce qu'elle pr6sente la for- 
mule 7 ci-aprds : 



40 



45 



50 




(7) 



55 6°) Prodrogue selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caract6risee en ce qu'elle pr^sente la for- 
mule 13ci-apr6s: 
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11°) Prodrogue selon I'une quelconque des revendications 1 k 3, caract6ris6e en ce quelle pr6sente la 
fonmule 37 ci-apr6s : 




(37) 



12°) Prodrogue selon Tune quelconque des revendications 1 & 3, caracteris6e en ce qu'elle prSsente la 
formule 48a ci-apr&s : 



0 OH 0 




(48a) 



13°) Prodrogue selon I'une quelconque des revendications 1 k 3, caract6ris6e en ce quelle prSsente la 
formule 48b ci-apr&s : 
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16°) Prodrogue selon Tune quelconque des revendications 1 d 3, caracteris6e en ce qu'elle presente la 
formule 54c ci-apr^s : 



5 



10 




(54c) 



20 

17°) Prodrogue selon Tune quelconque des revendications 1 & 3, caract£ris£e en ce qu'elle presente la 
formule 59 ci-apr&s : 



25 



30 



35 




(59) 



40 

18°) Prodrogue selon Tune quelconque des revendications 1 & 3, caract6ris6e en ce qu'elle presente la 
formule 60 ci-apr6s : 

45 



50 



55 
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21°) Prodrogue selon Tune quelconque des revendications 1 & 3, caract6ris6e en ce qu'elle pn§sente la 
formule 75a ci-apr6s : 



5 



10 



15 




(75a) 



22°) Prodrogue selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, caract6ris6e en ce qu'elle pr6sente la 
formule 75b ci-apr&s : 




(75b) 



23°) Prodrogue selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caract6ris6e en ce qu'elle pr6sente la 
formule 78a ci-apr6s : 

35 



40 



45 




(78a) 



24°) Prodrogue selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracteris6e en ce qu'elle pr6sente la 
so formule 78b ci-apr&s : 
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5 



10 




(78b) 



25°) Prodrogue selon Tune quelconque des revendi cations 1 a 3, caract6ris6e en ce qu'elle presente la 
15 formule 70c ci-apres : 



20 



25 




26°) Prodrogue selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caract6ris6e en ce qu'elle presente la 
fonmule 82 ci-apres : 




(82) 



82a : R = Ac, R, = CH 3 
82b : R = H , R, = CH 3 
82c : R = R-! = H 

55 27°) Prodrogue selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracterisee en ce qu'elle presente de 
formule 83 ci-apres : 
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(83) 



avec : 

83a :R = Ac,R 1 = CH 3 
83b :R = H,R 1 =CH 3 
83c : R = R t = H 

28°) Proced6 de preparation d'un compose de formule I qui peut notamment Stre degrade par une glyco- 
sidase, caracterise en ce qu'il comprend : 

(1) le couplage, en presence, eventuellement, d'un promoteur approprie, d'un deYiv£ de formule A : 




o 



CM - O . 
2 



(A) 



dans laquelle 

Z represente un groupe hydroxyle, un groupe O-trialkylsilyle ou un groupe 




0*u <» x 



dans lequel Re, R 10 , R n et R 12 ont la m§me signification que ci-dessus ; 
R' represente un atome d'hydrogene ou I'un des groupes suivants : 



le -CH 2 benzylique est de preference en position para ou ortho de la fonction phenol, eventuellement mo- 
difiee (glycosytee ou silylee) ; 
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Y represente un atome d'hydrogene, ou au moins un groupement Slectro-attracteur notamment choisi dans 
le groupe qui comprend le groupement N0 2 , un atome d'halogfcne, un groupement S0 2 X, (avec X = -CH 3 , 
C 6 H 4 -CH 3 , NH 2 , N-(alkyle C i-c4)2, NH-alkyle C i-c4). -CN, acyle ou COO-alkyle, et/ou au moins un groupe- 
ment 6lectrodonneur choisi dans le groupe qui comprend les groupements de type O-alkyle, NH-CO-alkyie, 
N(alkyl)CO-alkyie, S-alkyle, alkyie avec une anthracycline de formule B 



10 



15 



20 



25 




(B) 



30 



dans laquelle R 1t R 2 , R3, R4, R 5 , Re. R7 et R ont la mSme signification que ci-dessus, 

(2) lamination des groupes protecteurs pr6sents dans les compos6s obtenus, notamment par hydrolyse, 
transest6rification ou saponification, et 

(3) 6ventuellement, la condensation approprtee avec un ose de formule suivante : 



35 



40 



45 



50 



55 



i o 
to 



dans le cas ou Z repr6sente un groupement hydroxyle ou un groupe O-trialkylsilyie, 

pour donner une prodrogue d'anthracycline de formule I, dans laquelle tous les radicaux R, & R 12 et R ont 

la meme signification que pr6c6demment 

29°) Proc6d6 selon la revendication 28, caract6ris6 en ce que pr6alablement k l'6tape (1), le d6riv6 p-hy- 
droxybenzyle glycosylS est obtenu par : 

(a) fusion d'un cr6sol avec un ose ou un glucuronate de m6thyle perac6tyl6, 

(b) bromation benzyiique du produit obtenu, 

(c) solvolyse du d6riv6 brom6, et 

(d) activation du groupe hydroxyle par un d6riv6 hydroxysuccinimidyte ou paranitroph6noxy-carbonyle. 
30°) Produits comprenant une prodrogue d'anthracycline modifi6e selon I'une quelconque des revendica- 

tions 1 & 27 et un conjugu6 enzyme-anticorps sp6cifique vis-a-vis d'une tumeur, de formule II 

AoSp-E, (II) 

dans laquelle : 

Ac est un anticorps ou Tun de ses fragments, qui pr6sente une sp6cificit6 vis-&-vis d'un antigfcne associ6 
£ une tumeur, ou est une biomol6cule qui a tendance & s'accumuler dans une tumeur, tel que I'EGF (facteur 
de croissance 6pidermique), I'a-TGF (facteur de croissance transformant a), le PDGF (facteur de croissance 
d6riv6 des plaquettes), NGF l+ll (facteur de croissance de I'insuline l+ll) ou le FGF a+b (facteur de croissance 
fibroblastiques a+b), 
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E represente une glycosidase qui n'est pas immunogdne ou pr6sente une immunogenic^ tr£s faible, 
de preference une glycosidase de mammifere, telle que i'a ou la 0-glucosidase, I'a-galactosidase, I'a ou la p- 
mannosidase, I'a-fucosidase, la N-ac6tyl-a-galactosaminidase, la N-acetyl-^/N-acetyt-a-glucosaminidase ou 
la ^-glucuronidase, 

Sp (Bras) represente un groupe contenant un sulfure ou un disulfure de formule III ou IV 

X'(S) n Y' (III) 
X'(S) n (IV) 

ou un bras polypeptidique, dans lequel 

X' ou Y' represente -CO-R 13 -(N-succinimido)- ou -C(=R u )-CH r CH2- avec 

R 13 etantungroupement-CH r CH 2> 1,4-cyclohexylidene, 1,3ou 1,4ph§nyleneoum6thoxycarbonyleouchloro- 
1,4-ph6nyl6ne 

et R u etant un atorne d'oxygene ou un groupe NH, et de plus, 

Y' represente -C(=R 14 )-CH2-CH2, lorsque R 14 a la signification pr6cis6e ci-dessus et 

n represente 1 ou 2, 

pour une utilisation simultan£e, s£par£e ou etalee dans le temps, en therapie cytostatique. 

31°) 2,3,4,6-t6tra-0-ac6tyi-a-D-galactopyranoside de 4-bromomethyl phenyle de formule 2, produit inter- 
mediate du procede selon la revendication 28. 

32°) 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-gaJactopyranoside de 4-formyi ph6nyle de formule 3, produit intermediate 
du precede selon la revendication 28. 

33°) 2,3,4,6-T6tra-0-acetyl-a-D-galactopyranoside de 4-hydroxymethyl phenyle de formule 4, produit in- 
termediate du proc6d£ selon la revendication 28. 

34°) 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-galactopyranoside de 2-bromomethyl ph6nyle de formule 9, produit inter- 
ned iaire du procede selon la revendication 28. 

35°) 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-galactopyranoside de 2-formyl ph6nyle de formule 10, produit interm6diai- 
re du proc6d6 selon la revendication 28. 

36°) 2,3 f 4,6-t6tra-0-ac6tyl-a-D-galactopyranoside de 2-hydroxym6thyl phenyle de formule 1 1 , produit in- 
termediate du procede selon la revendication 28. 

37°) (2,3,4-tri-O-acetyl-p-D-glucopyranoside de 4-bromomethyl phenyle) uronate de methyle de formule 
16, produit intermediate du procede selon la revendication 28. 

38°) (2,3,4-tri-0-ac6tyl-p-D-glucopyranoside de 4-formyl-ph6nyle) uronate de methyle de formule 17, pro- 
duit intermediate du procede selon la revendication 28. 

39°) (2,3,4-tri-0-ac6tyl-p-D-glucopyranoside de 4-hydroxymethyl phenyle) uronate de methyle de formule 
18, produit intermediaire du procede selon la revendication 28. 

40°) (2,3,4-tri-O-acetyl-p-D-glucopyranoside de 2-bromomethyl phenyl) uronate de methyle de formule 23, 
produit intermediate du procede selon la revendication 28. 

41°) (2,3,4-tri-O-acetyl-0-D-glucopyranoside de 2-hydroxymethyl phenyl) uronate de methyle de formule 
24, produit intermediaire du procede selon la revendication 28. 

42°) (2,3,4-tri-O-acetyl-p-D-glucopyranoside de 2-formyl phenyl) uronate de methyle de formule 25, produit 
intermediaire du procede selon la revendication 28. 

43°) 2-tertiobutyldimethylsilyloxy-benzaldehydede formule 28, produit intermediaire du procede selon la 
revendication 28. 

44°) alcool 2-tertiobutyldimethylsilyloxybenzyiique de formule 29, produit intermediaire du procede selon 
la revendication 28. 

45°) N-P-hydroxy-benzyloxycarbonyl] daunorubicine de formule 32, produit intermediaire du procede se- 
lon la revendication 28. 

46°) 2,3,4,6-t6tra-0-acetyl-p-E)-glucopyranoside de 4-formyl phenyle de formule 33, produit intermediaire 
du procede selon la revendication 28. 

47°) 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-p-D-glucopyranoside de4-hydroxym6thyl phenyle de formule 34, produit inter- 
mediaire du procede selon la revendication 28. 

48°) N-[4-hydroxy-benzyloxycarbonyi] daunorubicine de formule 38, produit intermediaire du procede se- 
lon la revendication 28. 

49°) 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-galactopyranoside de 2-methyl 4-nitro phenyle de formule 42, produit in- 
termediaire du procede selon la revendication 28. 

50°) 2,3,4 1 &-tetra-Oacetyl-a-D-galactopyranoside de 2-bromometriyi 4-nitro phenyle de formule 43, pro- 
duit intermediaire du procede selon la revendication 28. 

51°) 2,3,4,6-tetra-O-acetyi-a-D-galactopyranoside de 2-dibromom6thyl 4-nitro phenyle de formule44, pro- 
duit intermediaire du procede selon la revendication 28. 

52°) 2,3,4,6-t6tra-0-acetyl-a-D-galactopyranoside de 2-formyl 4-nitro ph6nyfe de formule 45, produit in- 
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termgdiaire du procede selon la revendication 28. 

53°) 2,3,4 ,6-tetra-O-acetyl-a-galactopyranoside de (2-hydroxym§thyl-4-nitro) ph6nyie de formule 46, pro- 
duit intermediate du procede selon la revendication 28. 

54°) (2,3,4-tri-O-acetyl-p-D-glucopyranoside de 2-formyl 4-nitro ph6nyle) uronate de methyle de formule 
5 51, produit intermediate du proc6de selon la revendication 28. 

55°) (2,3,4-tri-O-acetyl-0-D-glucopyranoside de 2-hydroxymethyl 4-nitro-ph6nyl)uronate de methyle de 
formule 52, produit intermedia ire du procede selon la revendication 28. 

56°) 2,3,4 t 6-t6tra-0-ac6tyl-a-D-galactopyranoside de 2-chloro-4-m6thyl ph6nyle de formule 55, produit in- 
termediate du proc6d6 selon la revendication 28. 
w 57°) 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-galactopyranoside de 2-chloro-4-bromom6thyl phenyle de formule 56, pro- 
duit intermediate du procede selon la revendication 28. 

58°) 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-galactopyranoside de 2-chloro-4-hydroxym6thyl phenyle de formule 57, 
produit intermediate du precede selon la revendication 28. 

59°) (2,3,4-tri-O-acetyf-p-D-glucopyranoside de 4-formyl 2-nitro-ph6ny1e) uronate de methyle de formule 
15 61, produit interned iaire du precede selon la revendication 28. 

60°) (2,3,4-tri-O-acetyl-p-D-glucopyranoside de 4-hydroxymethyl-2-nitro phenyle) uronate de methyle de 
formule 62, produit intermedia ire du precede selon la revendication 28. 

61°) 2,3,4 ,6-tetra-0-ac6tyl-a-D-galactopyranoside de (4-bromom6thyi 2-nitro)- phenyle de formule 73, pro- 
duit intermediate du procgde selon la revendication 28. 
20 62 Q ) 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-galactopyranoside de (4-hydroxymethyl 2-nitro)-ph6nyle de formule 74, 
produit intermediate du precede selon la revendication 28. 

63°) 2,3,4-tri-O-acetyl-p-D-methylglucuronide de 4-hydroxy-3-chlorobenzald6hyde de formule 76, produit 
intermediate du procede selon la revendication 28. 

64°) 2,3,4-tri-0-ac6tyl-p-D-methylglucuromde de (4-hydroxy-m6thyl-2-chloro)-ph6nyle de formule 77, pro- 
25 duit intermediate du procede selon la revendication 28. 

65°) Carbonate de 2,5-dioxopyrrolidin-1-yle et de 4-(2,3,4,6-tete-0-acetyl-a-D-galactopyranosyl)-benzy- 
le de formule 5, produit intermediate du procede selon (a revendication 28. 

66°) Carbonate de 2,5-dioxopyrrolidin-1-yle et de 2-(2,3,4,6-tetra-0-acetyl-a-D-galactopyranosyi)-benzy- 
le de formule 12, produit intermediate du procede selon ia revendication 28. 
30 67°) Carbonate de 2 f 5-dioxopyrrolidin-1-yle et de 4-((2,3,4-tri-0-ac6tyl-f^D-glucopyranosyl) uronate de 
methyle)-benzyle de formule 19, produit intermediate du proc6d6 selon la revendication 28. 

68°) Carbonate de 4-nitro-ph6nyle et de 2-((2,3,4-tri-0-acetyl-p-D-glucopyranosyl) uronate de methyle)- 
benzyle de formule 26, produit intermediate du procede selon la revendication 28. 

69°) Carbonate de 4-nitro-phenyle et de 2-(tertiobutyfdimethylsilyloxy)-benzyle de formule 30, produit in- 
35 termediaire du procede selon la revendication 28. 

70°) Carbonate de 2,5-dioxopyrrolidin-1-yle etde4-(2,3,4,6-tetra-0-acetyle-p-D-glucopyranosyl)-benzyle 
de formule 35, produit intermediate du procede selon la revendication 28. 

71°) Carbonate de 2,5-dioxopyiTolidin-1-yle et de 4-dimethylthexyl-silyloxybenzyle de formule 40, produit 
intermediate du procede selon la revendication 28. 
40 72°) Carbonate de 4-nitro-ph6nyle et de 2-(2,3,4,6-tetra-0-acetyl-a-D-galactopyranosyl)-5-nitrobenzyle 
de formule 47, produit intermediate du procede selon la revendication 28. 

73°) Carbonate de 4-nitro-phenyle et de 2-((2 f 3,4-tri-0-ac6tyl-p-D-glucopyranosyl) uronate de methyle)- 
5-nitro-benzyle de formule 53, produit intermediate du procede selon la revendication 28. 

74°) Carbonate de 4-nitro-ph6nyle et de 4-methoxy-5-nitro-2((2,3,4-tri-0-acetyl-p-D-glucopyranosyl) uro- 
45 nate de methyte)-benzyie de formule 67, produit intermediate du procede selon la revendication 28. 

75°) Carbonate de 4-nitro-ph6nyle et de 4-(2,3 t 4-tri-O-acetyl-0-glucopyranosyl) uronate de m6thyle-5-ni- 
tro-benzyle de formule 69, produit intermediate du procede selon la revendication 28. 

76°) Carbonate de 4-chloroph6nyle et de 2-((2,3,4-tri-0-acetyl-p*D-glucopyranosyl) uronate de methyle)- 
5-nitrobenzyle de formule 81, produit intermediate du procede selon la revendication 28. 
so 77°) Application des prodrogues selon Tune quelconque des revendications 1 a 27, pour I'obtention d'un 
medicament destine au traitement des maladies dans lesquelles des macrophages, granulocytes, thrombocy- 
tes ou cellules tumorales, actives, sont imp!iqu6s. 
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